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SUMO small ubiquitin-related modifier (modificación 
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TAE tris-acetato sódico EDTA  
TAFs TBP-associated factors (factores asociados a la 
proteína TBP) 
TAP tandem affinity purification (purificación por 
afinidad en tandem) 
TBE tris-borato EDTA 
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Dinámica y regulación del genoma 
 
El material genético de la célula eucariota se encuentra 
confinado en el núcleo mediante la membrana nuclear, la cual 
es interrumpida por los complejos del poro nuclear (NPCs). 
Este aislamiento proporciona un ambiente especializado 
dentro del núcleo que facilita el mantenimiento y regulación del 
genoma. El DNA genómico no está desnudo en el núcleo, sino 
que se encuentra asociado a proteínas en forma de cromatina. 
La cromatina es una entidad dinámica que actúa como soporte 
estructural empaquetando el DNA dentro del núcleo. Su 
versatilidad le permite adoptar diferentes estados de 
compactación, regulando así la accesibilidad a la información 
contenida en el DNA. De esta forma participa activamente en 
la regulación de procesos celulares esenciales como el ciclo 
celular, la reparación del DNA o la respuesta transcripcional.  
 
El genoma de Saccharomyces cerevisiae contiene 
aproximadamente 6200 genes distribuidos en 16 cromosomas. 
Estos adoptan una distribución topológica determinada dentro 
del núcleo, donde cada uno ocupa territorios subnucleares 
definidos, favoreciendo contactos inter e intracromosomales 
(Meaburn & Misteli, 2007). La organización del genoma en 
territorios cromosómicos origina espacios intercromosómicos, 
relacionados con una mayor actividad transcripcional (Lanctot 




estos espacios se encuentra en un estado más relajado, 
facilitando la transcripción de los genes localizados en esas 
zonas. Se ha observado que los genes corregulados pueden 
agruparse e interaccionar físicamente entre ellos para facilitar 
su expresión, como es el caso del regulón génico GAL (Brown 
et al., 2006; Brown et al., 2008; Schoenfelder et al., 2010; 
Brickner et al., 2012). Esta organización favorece la interacción 
de la cromatina con la maquinaria transcripcional, así como la 
consiguiente exportación de los RNAs mensajeros (mRNA) al 
citoplasma a través de los poros nucleares (Xu & Cook, 2008; 
Schoenfelder et al., 2010). Este proceso sugiere una 
coordinación espacio-temporal entre los mecanismos de 
transcripción génica y exportación de las moléculas 
mensajeras que serán traducidas en el citoplasma. Por otro 
lado, la heterocromatina y los dominios silenciados parecen 
alejarse de dichos espacios, agrupándose en territorios 
intracromosómicos y asociándose topológicamente a la 
periferia nuclear donde se establecen en agrupaciones 
aisladas delimitadas por elementos barrera (Capelson & 
Corces, 2004; Brasset & Vaury, 2005). Los telómeros 
representan un ejemplo de esta organización, se asocian a la 
periferia del núcleo estabilizando así el genoma de la célula 






Figura 1. Modelo de organización funcional de la cromatina. Los 
cromosomas ocupan territorios definidos dentro del núcleo (regiones 
verde, morada y azul). Entre estos territorios existen espacios 
intercromosómicos (amarillo) de mayor actividad transcripcional. 
Esta organización favorece la interacción de la cromatina con la 
maquinaria transcripcional, así como la consiguiente exportación de 
los mRNAs al citoplasma a través de los poros nucleares. La 
heterocromatina y los dominios silenciados se asocian 
topológicamente a la periferia nuclear. 
 
 
Por lo tanto, la organización de los genes dentro del 
núcleo está determinada por su actividad transcripcional. Sin 
embargo, el mecanismo molecular por el que se controla el 
posicionamiento de los genes dentro del núcleo todavía no 
está claro. Se han estudiado distintos ejemplos de este 
fenómeno en levadura, donde muchos genes inducibles, 
incluyendo GAL1, INO1 y HSP104, se localizan 




inducción (Cabal et al., 2006; Dieppois et al., 2006; Taddei, 
2007; Brickner, 2009; Ahmed et al., 2010; Egecioglu & 
Brickner, 2011). Esta recolocación viene mediada por la 
interacción física entre la maquinaria transcripcional con los 
componentes del NPC (Cabal et al., 2006; Schmid et al., 2006; 
Luthra et al., 2007; Ahmed et al., 2010; Light et al., 2010). La 
reorganización de los genes tiene como consecuencia una 
transcripción más eficiente de estos (Brickner & Walter, 2004; 
Menon et al., 2005; Taddei et al., 2006; Brickner et al., 2007; 
Ahmed et al., 2010). Estos datos ponen de manifiesto una 
coordinación entre los mecanismos de transcripción génica y 
de exportación de los mRNAs. 
 
La organización del genoma en el núcleo es 
fundamental en procesos celulares tan importantes como la 
división celular, el silenciamiento de la cromatina, el 
mantenimiento del estado epigenético y la regulación de la 
expresión génica. Por lo tanto, estudiar cómo se organiza el 
genoma en el interior del núcleo es de gran relevancia para 
entender el desarrollo de los distintos procesos celulares.  
 
Organización de la cromatina: las histonas y su 
regulación 
 
Como se  ha mencionado anteriormente, las moléculas 




una estructura organizada y jerárquica denominada cromatina 
(Widom, 1998; Hansen, 2002). Esta compactación es 
necesaria para resolver el problema estérico que supone el 
espacio limitado del núcleo y es clave en el establecimiento de 
la organización nuclear. La unidad básica de la cromatina es el 
nucleosoma (Kornberg, 1974), en el cual 146 pb de DNA se 
enrollan alrededor de un complejo octamérico de cuatro 
histonas. El octámero de histonas consiste en dos copias de 
las histonas H3, H4, H2A y H2B, que se organizan en dos 
dímeros de H2A-H2B y un tetrámero de H3 y H4. Una quinta 
histona, H1, interacciona con el DNA espaciador que une dos 
nucleosomas consecutivos, permitiendo la transición a una 
estructura de mayor nivel de compactación cromatínica. Las 
histonas son proteínas conservadas en todos los organismos 
eucariotas, de alrededor de 11 kDa, cargadas positivamente y 
ricas en argininas y lisinas, lo que les confiere un fuerte 
carácter básico. Desde el punto de vista estructural presentan 
dos dominios diferenciados. El extremo C-terminal consta de  
un dominio globular que posee un motivo estructural 
característico de las histonas, denominado plegamiento de 
histona (histone-fold). Este motivo es fundamental para 
establecer contactos moleculares entre las histonas de un 
nucleosoma y entre las histonas y el DNA. El extremo N-
terminal consiste en una cola de 15 a 30 aminoácidos no 
estructurados, la cual es imprescindible en el plegamiento de 




Este extremo es especialmente sensible a sufrir 
modificaciones postraduccionales, las cuales, afectarán a las 
interacciones entre las histonas de un nucleosoma y entre las 
histonas y el DNA (Peterson & Laniel, 2004).  
 
La síntesis de histonas es un proceso altamente 
regulado que tiene lugar durante la fase S del ciclo celular y 
está acoplada a la replicación del DNA (Osley, 1991; Eriksson 
et al., 2012). En levadura, la regulación de esta síntesis tiene 
lugar principalmente a nivel de la transcripción (Lycan et al., 
1987; Eriksson et al., 2012), mientras que en eucariotas 
superiores el mecanismo principal reside en la regulación de la 
estabilidad de los mRNAs. En la célula existe un delicado 
equilibrio entre la síntesis de histonas y su incorporación en la 
cromatina durante la replicación del DNA. Esta incorporación 
viene mediada por las chaperonas de histonas, las cuales 
facilitan la deposición y ensamblaje de las histonas sobre el 
nuevo DNA replicado. De esta forma, la célula consigue 
mantener unos niveles mínimos y aproximadamente 
constantes de histonas libres. Esta regulación es de gran 
importancia ya que un exceso de histonas puede resultar 
tóxico para la célula (Gunjan & Verreault, 2003). Dada la 
naturaleza básica y el pequeño tamaño de las histonas, 
tienden a unirse inespecíficamente a moléculas con una alta 




polímeros, generando daños en la célula cuando se 
encuentran en exceso (Polo & Almouzni, 2005).  
En términos generales una chaperona molecular es una 
proteína que se asocia a otras evitando su plegamiento 
incorrecto y la formación de agregados inactivos. Por 
extensión las chaperonas de histonas evitan la interacción 
inespecífica de las mismas con otras proteínas y con el propio 
DNA. Más allá de su función como chaperonas, estas 
proteínas actúan facilitando la correcta deposición de las 
histonas en los nucleosomas  (Ransom et al., 2010). Las 
células disponen de diferentes tipos de chaperonas de 
histonas. Una de las chaperonas mejor caracterizadas es Asf1 
(anti-silencing function), originalmente identificada como un 
factor cuya sobreexpresión inhibe el silenciamiento de la 
cromatina en S. cerevisiae (Le et al., 1997). Asf1 interacciona 
físicamente con las histonas H3 y H4, participando 
activamente en el ensamblaje y desensamblaje de los 
nucleosomas y por ello en la regulación de la expresión 
génica, el mantenimiento de la heterocromatina y la respuesta 
al daño en el DNA (Mousson et al., 2007). El hecho de que la 
sobreexpresión de Asf1 antagonice el silenciamiento, sugiere 
que puede participar en el establecimiento de la 
heterocromatina (Le et al., 1997). En este sentido, el mutante 
asf1Δ también muestra defectos de silenciamiento en 
telómeros (Singer et al., 1998). Por otro lado, el análisis del 




expresión de un gran número de genes está afectado en este 
mutante (Zabaronick & Tyler, 2005). Estos datos sugieren que 
Asf1 facilita la disociación de H3 durante la transcripción activa 
y su reclutamiento en condiciones represivas (Schwabish & 
Struhl, 2006). Además, Asf1 se ha visto implicado en el 
ensamblaje de la histona H3 acoplado a la transcripción 
(Schwabish & Struhl, 2006). Se ha descrito que Asf1 se une 
preferentemente a genes altamente transcritos por la RNA Pol 
II. En el mutante asf1Δ el reclutamiento de la RNA Pol II 
disminuye en genes con altas tasas de transcripción (GAL10), 
mientras que la ocupación de la histona H3 aumenta. Además, 
en condiciones de represión transcripcional el reclutamiento de 
la histona H3 es menor en el mutante asf1Δ comparado con la 
cepa silvestre. Por otro lado, Asf1 participa con la maquinaria 
de respuesta al daño al DNA reorganizando nucleosomas 
(Emili et al., 2001; Hu et al., 2001). 
En base a estos datos, se ha propuesto que Asf1 
participa en aquellas funciones relacionadas con la cromatina 
mediante su papel en el ensamblaje y desensamblaje de los 
nucleosomas, incluyendo la activación transcripcional, el 
mantenimiento de la heterocromatina y la respuesta al daño en 







Figura 2. Función de Asf1 en la organización de la cromatina. La 
chaperona Asf1 interviene en procesos celulares que requieren 
intercambio de nucleosomas. Durante la transcripción Asf1 se 
encarga de desensamblar nucleosomas para permitir el avance de la 
RNA Pol II y de reensamblarlos tras su paso. Asf1 también participa 
en el ensamblaje de los nucleosomas para mantener la correcta 
estructura de la cromatina silenciada. Durante la respuesta celular al 
daño al DNA, Asf1 coopera con la maquinaria de reparación del 
DNA reorganizando nucleosomas. 
 
 
Modificaciones postraduccionales de las histonas 
 
Como se ha descrito anteriormente, la cromatina está 
formada por la asociación de proteínas y DNA, lo que da lugar 
a una estructura altamente compactada que inhibe procesos 
como la transcripción, la reparación y la replicación del DNA. 




versátil y dinámica, que participa activamente en la regulación 
de todos estos procesos. Existen diferentes mecanismos por 
los que la célula modula la estructura de la cromatina, 
compactándola o relajándola según los requerimientos 
ambientales. Entre estos mecanismos se encuentran los 
complejos que remodelan la cromatina mediante el empleo de 
la energía del ATP, las variantes de histonas y las 
modificaciones postraduccionales de las histonas. Las tres 
maquinarias juegan un papel esencial adaptando la 
organización de la cromatina a los cambios ambientales. Las 
modificaciones postraduccionales se producen principalmente 
en el extremo N-terminal de las histonas, aunque también se 
han observado algunas modificaciones en el extremo C-
terminal. Estas modificaciones son uniones covalentes y 
alteran las interacciones físicas dentro de un mismo 
nucleosoma y entre nucleosomas diferentes. De esta forma se 
generan nuevos sitios de unión a otras proteínas 
modificadoras de histonas. Las alteraciones estructurales que 
se producen en la cromatina pueden ser transitorias o perdurar 
varias generaciones en la célula (Berger, 2007). Las histonas, 
y por lo tanto los nucleosomas, pueden alterar sus 
propiedades a través de la adición postraduccional de 
modificaciones químicas como la acetilación, metilación, 
ubicuitinación, sumoilación y fosforilación (Rando & Winston, 
2012). Además, las histonas pueden sufrir otros tipos de 




(Adamietz & Rudolph, 1984), la glicosilación (Liebich et al., 
1993), la biotinilación (Hymes et al., 1995) y la carbonilación 
(Wondrak et al., 2000). La diversidad de estas modificaciones 
y la combinación entre ellas sugiere la existencia de un código 
de modificaciones de histonas, el cual proporciona un enorme 
potencial de regulación a modo de respuestas funcionales en 
la célula (Jenuwein & Allis, 2001; Turner, 2002; Thiagalingam 
et al., 2003). El número de modificaciones que puede sufrir un 
nucleosoma es suficiente para hacerlo único en todo el 
genoma. Estas modificaciones se engloban bajo el término de 
marcas epigenéticas.  
 
Se conoce una gran variedad de enzimas que modifican 
residuos de histonas. La acetilación es la modificación más 
estudiada, puesto que fue la primera en identificarse (Allfrey et 
al., 1964; Allfrey et al., 1964; Allfrey & Mirsky, 1964). Es 
llevada a cabo por un buen número de enzimas que se 
encargan de transferir el grupo acetilo desde la molécula de 
Acetil-CoA al aminoácido de lisina. Las enzimas 
acetiltransferasas (HATs) se presentan asociadas a complejos 
multiproteicos, lo que les confiere mayor eficiencia en su 
actividad y especificidad de sustrato (Lee & Workman, 2007). 
La acetilación de las lisinas neutraliza la carga positiva del 
aminoácido, lo que sugiere que esta modificación podría 
disminuir la afinidad de la interacción de la histona con el DNA, 




esta catalizada por enzimas HATs y puede ser eliminada por 
enzimas histona desacetilasas (HDACs). Aunque la acetilación 
de las histonas siempre ha estado vinculada a la regulación de 
la transcripción (Allfrey et al., 1964), la primera enzima HAT 
identificada en levadura, Hat1, no mostraba ninguna función 
durante este proceso (Travis et al., 1984; Kleff et al., 1995; 
Parthun et al., 1996). No fue hasta más tarde cuando se 
identificaron distintas HATs de histonas con un papel claro 
durante este proceso (Millar & Grunstein, 2006; Li & Greene, 
2007; Smith & Shilatifard, 2010). La caracterización de Gcn5, 
previamente identificada como un factor implicado en el inicio 
de la transcripción (Penn et al., 1983; Berger et al., 1990; 
Georgakopoulos et al., 1995), como una enzima HAT (Brownell 
& Allis, 1996) constituyó la primera demostración de que la 
acetilación de las histonas juega un papel fundamental durante 
la activación de la transcripción in vivo. Se demostró que la 
pérdida de la actividad HAT en el mutante gcn5Δ provocaba 
defectos transcripcionales. Este hecho sugirió que la actividad 
HAT de Gcn5 debía asociarse a los promotores, aunque 
estudios recientes demuestran que Gcn5 tiene una actividad 
global y extendida por todo el genoma (Rhee & Pugh, 2011). 
Sin embargo, sólo un pequeño grupo de promotores requiere 
la acetilación para la expresión normal del gen que regula. El 
siguiente gran paso fue la identificación de los complejos que 
contienen estas enzimas, y por lo tanto, poseen la actividad 




proteicos nucleares que contenían actividad HAT y se procedió 
a su identificación. 
El complejo mejor estudiado que contiene Gcn5 es 
SAGA (Spt-Ada-Gcn5-Acetiltransferasa), un complejo 
multiproteico y multifuncional fuertemente involucrado durante 
el inicio y la elongación de la transcripción en eucariotas 
(Koutelou et al., 2010). SAGA acetila las histonas H3 y H2B a 
través de Gcn5 (Grant et al., 1997). Como ya hemos 
mencionado, en S. cerevisiae la ausencia de Gcn5 provoca 
una alteración en los niveles de mRNA de un gran número de 
genes, aunque sólo un pequeño número de ellos está regulado 
por SAGA (Lee et al., 2000). Estudios realizados de 
inmunoprecipitación de cromatina hibridados en chips de DNA 
(ChIP-on-chip) han demostrado que Gcn5 se localiza en todos 
los promotores activos de forma proporcional al nivel de 
actividad transcripcional de dichos promotores (Robert et al., 
2004). Se ha observado que Gcn5 no sólo es responsable de 
la activación transcripcional, sino que también es capaz de 
reprimir la transcripción de ciertos genes en levadura (Ricci et 
al., 2002; Helmlinger et al., 2008).  
Además de Gcn5, otras HATs han sido identificadas en 
S. cerevisiae: Sas2, Sas3, y Esa1. Esta última es la única HAT 
esencial descubierta en S. cerevisiae (Reifsnyder et al., 1996; 
Smith et al., 1998; Clarke et al., 1999). Sas3 y Esa1 se 
encuentran formando parte de los complejos HAT NuA3 y 




mientras que Sas2 participa en el establecimiento del 
silenciamiento telomérico en levadura (Kimura et al., 2002; 
Suka et al., 2002). El complejo NuA4, el cual contiene Esa1, 
también ha sido caracterizado extensamente (Allard et al., 
1999) Doyon (Doyon & Cote, 2004). A diferencia de Gcn5, 
Esa1 acetila H4 y H2A. De forma interesante, NuA4 comparte 
subunidades con los complejos SAGA/SLIK, RSC y SWR1. 
Análisis publicados de ChIP-on-chip, demuestran que NuA4 se 
localiza en todos los promotores activos en unos niveles que 
se correlacionan con su actividad (Robert et al., 2004), 
indicando que NuA4 juega un papel general en la regulación 
de la transcripción. 
Además de las diversas HATs, varias HDACs también 
participan en el control del inicio de la transcripción, 
generalmente mediante la represión (Millar & Grunstein, 2006; 
Krebs, 2007), aunque en algunos genes se ha observado que 
participan de manera positiva (Sharma et al., 2007). Las 
HDACs juegan un papel global durante la transcripción (Robyr 
et al., 2002) y normalmente son reclutadas por el complejo 
represor Cyc8/Tup1 (Davie et al., 2003). Estudios sobre 
diversos genes sugieren que un equilibrio entre la acetilación y 
desacetilación juega un papel clave en la regulación de la 
transcripción (Krebs et al., 1999).  
Además de contribuir durante el inicio de la 
transcripción, la acetilación también tiene lugar a lo largo de la 




Shilatifard, 2010). SAGA y NuA4 acetilan los nucleosomas 
durante la elongación transcripcional. Diversos trabajos han 
demostrado que la acetilación dependiente de ambos 
complejos tiene lugar a lo largo de toda la región codificante 
durante la elongación transcripcional (Ginsburg et al., 2009). 
Experimentos de inmunoprecipitación de cromatina, han 
demostrado que tanto SAGA (Govind et al., 2007; Wyce et al., 
2007) como NuA4 (Ginsburg et al., 2009) están asociados a 
las regiones codificantes. En otro estudio se ha demostrado 
que SAGA aumenta los niveles de acetilación en H3 facilitando 
el desensamblaje de los nucleosomas en GAL1 y aumentando 
a su vez los niveles de RNA Pol II y mRNAs (Govind et al., 
2007). Por otro lado, NuA4 estimula la acetilación de H4 
facilitando el reclutamiento de RSC y el consiguiente 
desensamblaje de los nucleosomas, necesario para la 
elongación de la RNA Pol II (Ginsburg et al., 2009). 
 
Otra modificación que afecta a las histonas es la 
metilación. Las histona metiltransferasas (HMTs) catalizan la 
metilación de las lisinas y argininas. Esta modificación no 
altera la carga neta de las histonas pero aumenta su basicidad 
e hidrofobicidad, aumentando la afinidad de las colas de 
histonas por moléculas aniónicas como el DNA (Rice & Allis, 
2001). Tradicionalmente la metilación de histonas se ha 
considerado una modificación estable, pero en la actualidad ya 




desmetilasas (PAD4) (Cuthbert et al., 2004; Shi et al., 2004). 
Las HMTs involucradas durante la regulación transcripcional 
en levadura son Set1, Set2 y Dot1. Son responsables de 
modificar la histona H3 en las lisinas 4, 36 y 79 
respectivamente y están desencadenadas por la ubicuitinación 
en H2BK123 (Figura 3). La metilación en K4 está implicada en 
el inicio y en la elongación de la transcripción (Krogan et al., 
2003; Ng et al., 2003). La metilación en K36 está asociada al 
reclutamiento de la actividad represora de las HDACs durante 
la elongación de la transcripción (Carrozza et al., 2005; Keogh 
et al., 2005; Li et al., 2007). El papel de la metilación de K79 no 
está todavía bien definido y tiene lugar en promotores y 
regiones codificantes de los genes transcripcionalmente 
activos (Sims et al., 2004). Esta modificación parece también 
estar relacionada con los procesos de reparación y 
silenciamiento del DNA (van Leeuwen et al., 2002; 
Giannattasio et al., 2005; Bostelman et al., 2007; Onishi et al., 
2007; Ehrentraut et al., 2011). 
El papel de la metilación de las histonas durante la 
regulación de la transcripción todavía no ha sido esclarecido 
completamente. En la mayoría de los casos su mecanismo de 
acción se produce a través del reclutamiento de otros factores 
implicados en la regulación de la transcripción. La metilación 
de H3K4 tiene lugar generalmente sobre histonas ubicadas en 
las regiones codificantes de los genes (Bernstein et al., 2002; 




Pokholok et al., 2005). La metilación de H3K4 es dependiente 
de la metiltransferasa Set1, asociada al complejo COMPASS 
(Miller et al., 2001; Roguev et al., 2001; Nagy et al., 2002). El 
reclutamiento de este complejo a los genes inducidos es 
dependiente de la ubicuitinación de la histona H2B (Dover et 
al., 2002; Sun & Allis, 2002), que a su vez es dependiente del 
complejo PAF (Ng et al., 2003; Wood et al., 2003; Warner et 
al., 2007). Un papel más claro se ha establecido en el caso de 
la metilación de H3K36, la cual requiere la metiltransferasa 
Set2 (Strahl et al., 2002; Schaft et al., 2003). De forma 
parecida a la trimetilación en H3K4, la trimetilación de H3K36 
se ha localizado de manera global sobre los genes 
transcripcionalmente activos. Set2 es reclutada a la región 
codificante de los genes en transcripción a través de su 
interacción con la forma elongante de la RNA Pol II (Krogan et 
al., 2003; Xiao et al., 2003; Pokholok et al., 2005; Rao et al., 
2005). La actividad enzimática de Set2 requiere interacciones 
específicas con las histonas H3, H4, y H2B (Du et al., 2008; Du 
& Briggs, 2010). La metilación de H3K36 no es necesaria para 
la elongación de la transcripción, sino para activar el complejo 
desacetilasa de histonas Rpd3 a lo largo de la cromatina 
transcrita, produciendo una desacetilación de los genes que se 
están transcribiendo (Carrozza et al., 2005; Joshi & Struhl, 
2005; Keogh et al., 2005; Pokholok et al., 2005; Drouin et al., 
2010; Govind et al., 2010). Menos claro es el papel que 




encargada de esta modificación es Dot1 (Feng et al., 2002; Ng 
et al., 2002; van Leeuwen et al., 2002). Esta modificación fue 
inicialmente identificada como reguladora del silenciamiento en 
los telómeros (Singer et al., 1998). Como en H3K4, la 
metilación de K3K79 es dependiente de la ubicuitinación de la 
histona H2B (Briggs et al., 2002; Wood et al., 2003). Se trata 
de una modificación global que tiene lugar a lo largo de las 
regiones codificantes, aunque a diferencia de la metilación de 
K4 y K36, los niveles de metilación de K79 muestran muy poca 
correlación con los niveles transcripcionales. La metilación de 
H3K79 bloquea la unión del complejo SIR a la cromatina. Éste 
se encarga de mantener el silenciamiento en la cromatina, por 
lo que, la pérdida de la metilación en el mutante dot1Δ produce 
un defecto en el silenciamiento. En este mutante se produce 
una unión promiscua del complejo SIR a lo largo del genoma, 
extendiendo el posicionamiento del complejo SIR más allá de 
sus regiones silenciadas (van Leeuwen et al., 2002).  
 
Otra modificación remarcable de las histonas es la 
ubicuitinación. La ubicuitinación de lisinas está catalizada por 
un sistema de tres enzimas: E1 (enzima activador de 
ubicuitina), E2 (enzima conjugante de ubicuitina) y E3 
(ubicuitina ligasa) (Braun & Madhani, 2012). Este mecanismo 
produce la conjugación covalente de ubicuitina, una proteína 
de 76 aminoácidos (9 kDa), a un residuo de lisina en las 




todas las proteínas, incluyendo las histonas, pueden ser 
poliubicuitinadas. Esta modificación constituye una marca de 
señalización de degradación para el proteasoma. Por otra 
parte se ha descrito que la monoubicuitinación de lisinas no 
está asociada con la degradación de proteínas, sino que 
participa en la regulación de su actividad. De esta forma, 
determinados precursores inactivos de factores 
transcripcionales son procesados en el proteasoma para dar 
lugar a sus formas activas. Por lo tanto, además de participar 
directamente en la regulación de la transcripción, el 
proteasoma también puede modular de manera indirecta este 
proceso (Braun & Madhani, 2012). La monoubicuitinación de la 
histona H2B es esencial para llevar a cabo diversos procesos 
celulares, como por ejemplo, el silenciamiento génico, el 
crecimiento celular y el inicio y elongación de la transcripción 
(Pavri et al., 2006). Ésta modificación es llevada a cabo por las 
proteínas Rad6 (ligasa de ubicuitina E2), y Bre1 (ubicuitina 
ligasa E3) y Lge1 (Hwang et al., 2003; Wood et al., 2003). La 
ubicuitinación de la histona H2B parece ser el desencadenante 
de una ruta ordenada de modificaciones de histonas a lo largo 
de la transcripción (Osley, 2004; Braun & Madhani, 2012) 
(Figura 3). La monoubicuitinación de la histona H2B es a su 
vez sustrato de dos ubicuitina proteasas específicas Ubp10 y 
Ubp8. La actividad de Ubp10 tiene lugar mayoritariamente 
sobre la heterocromatina, estando relacionada con los 




2006). Por otro lado, Ubp8 es un componente del coactivador 
transcripcional SAGA y desubicuitina la histona H2B tanto in 
vivo como in vitro (Henry et al., 2003; Daniel et al., 2004). De 
esta forma, Ubp8 controla los niveles de ubicuitinación en la 
histona H2B, permitiendo así un correcto inicio de la 
transcripción. Por otro lado, la actividad de Ubp8 también es 
necesaria para reclutar la quinasa Ctk1 (fosforila la cola CTD, 
C-terminal domain, de la RNA Pol II) y permitir así la correcta 




Figura 3. La ubicuitinación de la histona H2B promueve la 
metilación de H3. El complejo PAF es necesario para que la enzima 
conjugante de ubicuitina, Rad6, y la ubicuitina ligasa, Bre1, 
ubicuitinen la histona H2B en K123. La ubicuitinación en H2BK123 
estimula la metilación de H3 en las lisinas K4 y K79 mediante la 
metiltransferasas Set y Dot1 respectivamente. La histona H3 es 
metilada en K36 por la metiltransferasa Set2. Ésta se ancla a la cola 
CTD de la RNA Pol II elongante, la cual se activa tras la 




De manera similar a la ubicuitinación, la sumoilación 
modifica a las histonas mediante la conjugación a las mimas 
de una pequeña proteína denominada SUMO (small ubiquitin-
related modifier). Se han detectado marcas de sumoilación en 
las cuatro histonas (Nathan et al., 2006). La sumoilación de 
histonas ha sido relacionada con procesos de represión 
transcripcional mediada por el reclutamiento de HATs y de 
HP1 (heterochromatin protein 1) (Shiio & Eisenman, 2003; 
Verger et al., 2003). También se ha sugerido que esta marca 
participa en la atenuación de la expresión de genes 
transcripcionalmente activos, que posteriormente serán 
reprimidos (Nathan et al., 2003). Del mismo modo, se ha 
demostrado que la sumoilación actúa en oposición a las 
marcas de activación transcripcional como la acetilación y 
ubicuitinación, produciendo represión transcripcional (Nathan 
et al., 2006).  
  
Por último, otra modificación que afecta a las histonas 
es la fosforilación de serinas y treoninas, catalizada por histona 
quinasas. La fosforilación introduce dos cargas negativas en el 
residuo modificado, y se ha relacionado tanto con la activación 
transcripcional como con la condensación mitótica de los 
cromosomas (Berger, 2002). 
 
Un aspecto interesante de las enzimas modificadoras de 




histonas. Por ejemplo, Gcn5 no sólo acetila histonas, sino que 
regula al complejo RSC a través de la acetilación de Rsc4 
(VanDemark et al., 2007; Choi et al., 2008) y ha sido 
recientemente identificado como acetilador del complejo 
remodelador SWI/SNF (Kim et al., 2010). Una búsqueda global 
de dianas proteicas del complejo NuA4 HAT identificó diversas 
proteínas no histonas que requieren la acetilación para ser 
enzimáticamente activas (Lin et al., 2009). Resultados 
similares se han observado para las metilasas de histonas. Por 
lo tanto, la separación de la función de estas enzimas en las 
modificaciones de histona de las modificaciones de proteínas 
no histona, será fundamental en el futuro para entender los 
fenotipos de los mutantes de enzimas modificantes. 
 
Estructura y función de los telómeros 
 
Los telómeros son estructuras cromatínicas 
especializadas en la protección del genoma, están localizados 
en los extremos de los cromosomas de las células eucariotas 
(Wellinger & Zakian, 2012). Su función principal es evitar que 
la región terminal de los cromosomas sea reconocida por los 
mecanismos celulares de reparación de rotura de la doble 
cadena DNA, lo que provocaría la fusión de cromosomas y la 
formación de estructuras aberrantes con gravísimas 
consecuencias para la célula. Otra función esencial que 




mecanismo por el cual la longitud de los cromosomas se 
mantenga constante a lo largo de los distintos ciclos 
replicativos.  
 
En levadura, el DNA telomérico está constituido por 
unos 300 pb de secuencias altamente repetitivas (C1-3A/TG1-3) 
(Ungar et al., 2009), precedidas por una región denominada 
subtelomérica. El DNA telomérico se organiza asociándose 
directamente a proteínas esenciales para la estabilidad de los 
cromosomas, formando la cromatina telomérica. Entre las 
proteínas que se unen al DNA telomérico en levaduras se 
encuentran Rap1, Rif1, el complejo SIR y el heterodímero 
YKu70/YKu8. La proteína Rap1 dirige la unión al DNA 
telomérico de las proteínas Rif1 y Rif2, que participan 
regulando negativamente la extensión de los telómeros por la 
telomerasa. Rap1 también está implicada en el reclutamiento 
del complejo SIR, responsable del silenciamiento de los genes 
situados en las regiones subteloméricas mediante su actividad 
desacetilasa de histonas. Este fenómeno se conoce como TPE 
(telomere position effect) (Fisher & Zakian, 2005). Yku80 junto 
a Yku70 forman un complejo que evita la recombinación entre 
telómeros, la cual es esencial para la estabilidad del genoma 
(Marvin et al., 2009) y para el mantenimiento de la longitud de 
los telómeros (Boulton & Jackson, 1996; Porter et al., 1996; 





Los telómeros proporcionan a la célula un mecanismo 
por el cual las DNA polimerasas pueden replicar los extremos 
de las moléculas lineales de DNA sin perder información 
genética en cada ronda de replicación. De no ser así, se 
produciría un acortamiento de los cromosomas en cada 
división celular. La enzima encargada de evitar este 
acontecimiento es la telomerasa, una transcriptasa reversa 
especializada que elonga los extremos protuberantes de los 
cromosomas formados por una cadena sencilla rica en 
guanina, utilizando para ello una molécula molde de RNA que 
forma parte del complejo telomerasa. A continuación, la DNA 
polimerasa sintetiza una cadena complementaria a la cadena 
elongada y genera así una molécula de doble hebra (Ungar et 
al., 2009). El complejo ribonucleoproteico que conforma la 
telomerasa se compone de cinco factores, una subunidad 
catalítica (Est2), una molécula de RNA que actúa como molde 
(TLC1) y las proteínas asociadas Est1, Est3 y Cdc13 (Nugent 
& Lundblad, 1998; Fisher & Zakian, 2005). En los mutantes 
para cualquiera de los componentes de la telomerasa (tlc1Δ, 
est2Δ, est1Δ, est3Δ o cdc13Δ) se produce un acortamiento 
progresivo de los telómeros ocasionando la muerte de la 
mayor parte de la población tras varias generaciones (Chan et 
al., 2008). CDC13 es el único gen esencial de la telomerasa. 
Est2 y TLC1 conforman el sitio catalítico, mientras que Est1, 
Est3 y Cdc13 participan regulando el proceso de elongación 




Taggart & Zakian, 2003; Smogorzewska & de Lange, 2004). 
Cdc13 se une a la cadena sencilla protuberante de los 
telómeros, anclando a su vez a Est1. Esta interacción es 
necesaria para posicionar al resto del complejo telomerasa 
sobre los extremos cromosómicos (Taggart & Zakian, 2003). 
En la célula existe un equilibrio dinámico entre la adición de 
repeticiones por parte de la telomerasa y la degradación de las 
regiones teloméricas a cargo de nucleasas específicas, de 
esta forma se regula la longitud de los telómeros (Wellinger & 
Zakian, 2012). 
No es sorprendente que un gran número de otras 
proteínas afecte a la biología de los telómeros, por ejemplo, 
aquellas que juegan un papel general durante la replicación y 
recombinación del DNA, ciclo celular y síntesis tanto de 
proteínas como de RNA (Dahlseid et al., 2003; Mozdy et al., 
2008). Existen trabajos de búsqueda de genes involucrados en 
el metabolismo de telómeros que confirman esta idea (Askree 
et al., 2004; Gatbonton et al., 2006; Addinall et al., 2008).  Por 
ejemplo, los genes HST3, SEM1, MLP2, NUP60, SAP30, 
SWD1, RSC2, ESC2 y UPF2 se han visto implicados de forma 
indirecta en el metabolismo de los telómeros. 
La cromatina telomérica es una heterocromatina 
condensada que a pesar de ello es capaz de transcribirse, 
dando lugar a una nueva clase de RNA no codificante llamado 
TERRA (telomeric repeat-containing RNA) (Azzalin et al., 




TERRA se ha detectado en la mayoría de los eucariotas 
(levaduras, plantas, vertebrados y mamíferos) lo que sugiere 
una función conservada (Luke & Lingner, 2009; Feuerhahn et 
al., 2010). TERRA está compuesto por RNAs que contienen 
tanto secuencias subteloméricas como teloméricas y se ha 
visto asociado al DNA telomérico. Su tamaño abarca desde los 
100 hasta los 1200 nt. Sorprendentemente, TERRA es 
transcrito al igual que los RNAs codificantes por la RNA Pol II. 
De la misma forma que los transcritos de la RNA Pol II, 
TERRA también está poliadenilado. Las funciones de TERRA 
se han asociado con el control de las marcas epigenéticas en 
los telómeros, la longitud de estos y su replicación (Luke et al., 
2008). 
Recientemente se han descrito factores que regulan la 
estabilidad y localización de TERRA en la célula. La 
maquinaria del NMD (nonsense-mediated mRNA decay), o 
degradación del RNA mensajero mediada por mutaciones de 
terminación, es un mecanismo celular de vigilancia 
responsable del reconocimiento y degradación de los mRNA 
que contienen codones prematuros de terminación y cuya 
función es evitar la expresión de proteínas truncadas o 
erróneas (Kervestin & Jacobson, 2012; Varsally & Brogna, 
2012). Se ha demostrado, que esta maquinaria ejerce una 
función importante deslocalizando TERRA de los telómeros 
humanos (Azzalin et al., 2007; Chawla & Azzalin, 2008). 




maquinaria del NMD pueden interaccionar directamente con 
TERRA en los telómeros (Azzalin et al., 2007). Hasta el 
momento se desconoce si en levadura TERRA se asocia a los 
telómeros, por lo tanto, aún no se han descrito reguladores de 
la localización de TERRA en este organismo. Sin embargo, la  
inactivación de la maquinaria del NMD en S. cerevisiae 
produce telómeros acortados (Dahlseid et al., 2003; Enomoto 
et al., 2004). Los mutantes de la maquinaria del NMD no 
afectan a los niveles globales de TERRA (Luke et al., 2008), 
pero de manera similar a las células humanas, podrían estar 
afectando a TERRA localmente, por lo que el efecto resultante 
no sería detectable mediante las técnicas utilizadas. Se ha 
determinado que la estabilidad de TERRA en levaduras está 
altamente regulada por Rat1. TERRA es degradado 
rápidamente por la RNA exonucleasa Rat1, la cual también 
está involucrada en el procesado de los mRNAs (Rosonina et 
al., 2006; Luke et al., 2008; Rondon et al., 2010). En células 
silvestres TERRA es casi indetectable mediante Southern blot, 
pero se acumula significativamente cuando Rat1 se inactiva. 
Además, Rat1 se ha visto asociado a telómeros. Por otro lado, 
Xrn1, el parálogo citoplasmático de Rat1 no tiene efecto sobre 
los niveles de TERRA, lo que apoya que TERRA en levaduras 
tiene una localización nuclear (Luke & Lingner, 2009).  
Existen evidencias experimentales que demuestran que 
TERRA participa en la regulación de la longitud de los 




los telómeros se acortan respecto a las células silvestres 
debido a un mal funcionamiento de la telomerasa (Luke et al., 
2008). Por otro lado, la sobreexpresión de RNasaH reduce los 
niveles de TERRA, lo que recupera el fenotipo silvestre. Este 
dato indica que la formación de un híbrido DNA/TERRA es el 
responsable del fenotipo de telómeros acortados. Otro 
experimento que apoya el papel de TERRA como inhibidor de 
la telomerasa surge de la observación de que una 
transcripción forzada de los telómeros (a través del uso del 
promotor GAL) produce el acortamiento del telómero transcrito 
en cis (Sandell et al., 1994). 
La existencia de TERRA añade un nivel más de 
complejidad a la regulación de los telómeros. TERRA, al igual 
que otros ncRNAs (non-coding RNA), es sintetizado en el 
mismo lugar donde lleva a cabo su función. Por lo tanto, su 
nivel de síntesis está relacionado directamente con los 
cambios estructurales que sufre la cromatina. Por ello, TERRA 
parece ideal para desempeñar una respuesta apropiada a 
estos cambios. Existen evidencias experimentales de la 
participación de TERRA sobre el mantenimiento de los 
telómeros, bien durante el ensamblaje de la heterocromatina, 
contribuyendo en la regulación de la telomerasa, o bien 
contribuyendo a la respuesta al daño al DNA producida en los 
telómeros acortados. La mayoría de estas funciones son 
todavía especulativas, y el mecanismo de acción todavía está 




biogénesis y degradación de TERRA, identificar las proteínas 
que interaccionan y colaboran con TERRA, y elucidar su 




Figura 4. Mecanismos de regulación de la transcripción 
telomérica. La RNA Pol II es capaz de transcribir regiones 
teloméricas originando transcritos provistos de caperuza y colas 
poliA. La transcripción es inhibida mediante los complejos SIR y RIF 
a través de la proteína de unión a telómeros Rap1. Ésta a su vez 
estimula la actividad exonucleasa de Rat1, la cual degrada los 
transcritos de TERRA. Se ha demostrado que la maquinaria NMD 






La expresión génica: de la cromatina al 
citoplasma 
 
La regulación de la expresión génica es un proceso 
esencial para la viabilidad celular. La célula ha desarrollado 
múltiples niveles de control para este proceso: el acceso al 
DNA, la síntesis y el procesamiento de los RNAs, el transporte 
del RNA fuera del núcleo y su traducción en proteínas. Todas 
estas etapas se llevan a cabo de manera acoplada y 
coordinadas entre sí hasta lograr una respuesta celular óptima 
acorde con los cambios ambientales.  
 
La expresión génica se inicia con el ensamblaje de la 
maquinaria transcripcional sobre el promotor de los genes. 
Acto seguido, esta maquinaria se desplaza a lo largo del gen 
para descifrar la información contenida en el DNA. La actividad 
de la RNA Pol II da lugar a la conversión de la información 
genética en moléculas de RNAs prematuras. Éstas sufren 
diversas etapas de procesamiento y modificaciones hasta 
convertirse en mRNAs maduros. El procesamiento incluye la 
adición de la caperuza, el corte y empalme de exones, el corte 
del extremo 3’ y la poliadenilación (Proudfoot et al., 2002; 
Reed & Hurt, 2002). Los mRNAs ya maduros y asociados a 
diversas proteínas, formando RNPs, son exportados a través 
de los NPCs hacia el citoplasma. La correcta exportación 




de fases posteriores que tienen lugar en el citoplasma 
(Bentley, 2005; Buratowski, 2005; Rosonina et al., 2006). Las 
maquinarias que actúan en las distintas etapas de la expresión 
génica interactúan entre sí estableciendo múltiples 
interacciones físicas y funcionales coordinando todo el 
proceso.  
 
Inicio de la transcripción 
 
En eucariotas, el inicio de la transcripción de los genes 
codificantes de proteínas viene dado por una señal de 
activación transcripcional e implica el ensamblaje coordinado 
de la RNA Pol II y los factores generales de la transcripción 
(GTFs) para formar el complejo de preinicio (PIC) (Shandilya & 
Roberts, 2012). Estos componentes configuran la maquinaria 
basal de la transcripción. La transcripción se modula a través 
de reguladores específicos de unión a DNA (activadores y 
represores) y de complejos modificadores que se asocian 
específicamente a estos reguladores (coactivadores y 
correpresores). Los reguladores se asocian normalmente a 
secuencias del DNA próximas al promotor y los coactivadores 
y correpresores median los efectos de los reguladores sobre la 
maquinaria de transcripción basal, bien a través de contactos 
directos con los GTFs o la RNA Pol II y/o bien modificando la 
estructura de la cromatina. Los coactivadores tratan de revertir 




los correpresores colaboran para volver a este estado una vez 
la transcripción ha tenido lugar. De esta manera, los niveles de 
expresión de determinados genes se corresponden con las 
señales ambientales recibidas por la célula (Shandilya & 
Roberts, 2012). 
El empaquetamiento del DNA en nucleosomas produce 
asociaciones estables DNA-proteína que dificultan el acceso 
de los reguladores a la cromatina (Felsenfeld, 2003; Mellor, 
2005; Williams & Tyler, 2007), constituyendo esta etapa uno de 
los primeros puntos de regulación de la expresión génica. Para 
ello, la participación de las chaperonas de histonas, los 
complejos modificadores de histonas y los remodeladores de 
la cromatina es indispensable (Narlikar et al., 2002). Se han 
identificado distintos complejos capaces de modificar la 
cromatina a nivel de los promotores, como por ejemplo el 
remodelador SWI/SNF y el coactivador SAGA. Los complejos 
remodeladores utilizan la energía del ATP con el fin de ejercer 
cambios en la localización de los nucleosomas de una región 
determinada de DNA. Por otro lado, como hemos visto en la 
sección anterior, los complejos modificadores introducen 
modificaciones postraduccionales sobre las histonas. Ambos 
tipos de complejos actúan de manera sinérgica con el objetivo 
de reestructurar la cromatina, dejándola accesible a los 
distintos factores necesarios para iniciar la transcripción. Así, 




desplazados por el complejo remodelador de la cromatina 
SWI/SNF (Chandy et al., 2006).  
 
En levadura existen dos vías principales para activar la 
transcripción, cada una está mediada por dos complejos 
coactivadores diferentes: TFIID (Transcription Factor IID) y 
SAGA (Brownell & Allis, 1996; Mizzen et al., 1996; Grant et al., 
1997). El 90% de los genes de S. cerevisiae están regulados 
por la vía del coactivador TFIID, el cual está implicado en la 
activación transcripcional de genes que se expresan 
constitutivamente. Los promotores de estos genes se 
caracterizan por la ausencia de la secuencia consenso TATA. 
Por otro lado, los genes regulados por SAGA constituyen un 
10% del genoma, siendo mayoritariamente genes implicados 
en la respuesta a estrés ambiental. Este grupo de genes está 
regulado por promotores que contienen la secuencia consenso 
TATA (Lee et al., 2002; Huisinga & Pugh, 2004). 
Recientemente, Pugh y colaboradores han demostrado que el 
reclutamiento de factores transcripcionales a los genes 
regulados por TFIID y SAGA difiere cualitativa y 
cuantitativamente (Venters et al., 2011), poniendo de 
manifiesto dos vías de regulación claramente diferenciadas. Se 
ha observado que algunos factores que regulan la cromatina 
se asocian preferencialmente con un mecanismo u otro. Por 
ejemplo, NuA4 está vinculado principalmente al complejo 




RSC y las histonas desacetilasas están vinculadas a SAGA. 
Otro hecho importante es la distinta organización espacial que 
adoptan los reguladores en el promotor de cada tipo de gen. 
Por otro lado, los factores presentes mayoritariamente en los 
genes regulados por SAGA tienden a ocupar regiones 
cercanas al nucleosoma -1, a diferencia de los genes 
regulados por TFIID donde estos factores ocupan 
preferentemente las regiones del nucleosoma +1 (Venters et 
al., 2011). 
 
El complejo SAGA: estructura y función 
 
Como ya hemos mencionado, SAGA es un coactivador 
transcripcional encargado de modificar la cromatina para 
facilitar la transcripción. Estructuralmente es un complejo de 
1.8 MDa compuesto por 21 proteínas y organizado en módulos 
con funciones propias. Las subunidades que lo conforman 
están conservadas evolutivamente (Grant et al., 1997; 
Martinez et al., 2001; Weake et al., 2008; Rodriguez-Navarro, 
2009). SAGA posee dos actividades catalíticas inherentes, la 
actividad acetiltransferasa de histonas (Grant et al., 1997; 
Sterner et al., 1999) y la actividad desubicuitinasa de la histona 
H2B (Henry et al., 2003; Daniel et al., 2004; Daniel & Grant, 
2007). Ambas actividades son esenciales para llevar a cabo la 




relajada, facilitando el inicio y la elongación de la transcripción 
(Suganuma & Workman, 2008). 
Para comprender el funcionamiento de SAGA como un 
complejo completo es necesario comprender la estructura y 
relación de cada uno de sus módulos. Recientemente se ha 
propuesto un modelo en el que el complejo SAGA se 
ensambla en cuatro módulos discretos (Lee et al., 2011). El 
módulo de desubicuitinación (DUBm), el cual desarrolla la 
actividad desubicuitinasa de la histona H2B, está compuesto 
por cuatro proteínas: la proteasa específica de ubicuitina Ubp8, 
Sgf11, Sus1, y Sgf73 (Ingvarsdottir et al., 2005; Lee et al., 
2005; Kohler et al., 2006; Kohler et al., 2008; Lee et al., 2009). 
El módulo histona acetiltransferasa (HAT/Core), contiene las 
subunidades Gcn5, Ada2, Ada3 y Sgf29. Este módulo 
reconoce la histona metilada H3K4, facilitando el reclutamiento 
de SAGA a la cromatina (Balasubramanian et al., 2002; Bian et 
al., 2011). Por otra parte, el módulo SA_TAF está compuesto 
por las subunidades TAF (TATA-binding protein (TBP)-
associated factors). Estas proteínas actúan como mediadoras 
de la actividad HAT, participando en el reclutamiento de la 
maquinaria basal de la transcripción (Dynlacht et al., 1991; 
Grant et al., 1998; Struhl & Moqtaderi, 1998). Por último, el 
módulo SA_SPT está compuesto por las subunidades SPT 
(suppressor of Ty) y las proteínas Ada1 y Tra1 (Figura 5). Ésta 
última se encarga de reclutar el complejo HAT/Core (Brown et 




han sido identificadas como elementos estructurales de SAGA, 
por ejemplo, la deleción de SPT20, SPT7 o ADA1 compromete 
la integridad del complejo (Grant et al., 1997; Sterner et al., 
1999; Wu et al., 2004). El proceso llevado a cabo por la célula 
para ensamblar el complejo completo se desconoce hasta la 
fecha, pero se ha especulado con la posibilidad de que los 
diferentes módulos se ensamblen de forma independiente para 
después formar el macrocomplejo. Esta idea sugiere que los 
módulos podrían tener capacidad para funcionar 
independientemente, lo cual está siendo objeto de estudio pero 
aún no ha sido demostrado.  
La cristalografía de rayos X ha sido extensamente 
utilizada para resolver la estructura de multitud de complejos. 
Dos estudios recientes han resuelto mediante este método la 
estructura del módulo DUB (Kohler et al., 2010; Samara et al., 
2010). Ambos estudios concluyen que existe una intrincada 
interacción física entre las cuatro proteínas que forman el 
módulo, lo cual explica porqué la presencia de las cuatro 
subunidades es esencial para que el módulo sea 
enzimáticamente activo (Kohler et al., 2008; Weake & 
Workman, 2008; Lee et al., 2009). Los datos cristalográficos 
también desvelan que el módulo DUB se asocia al resto del 
complejo SAGA a través del dominio central de Sgf73, y que 
Sgf11 juega un papel importante en la activación de Ubp8. 




favoreciendo la desubicuitinación de la lisina 123 de la histona 




Figura 5. Estructura modular del complejo SAGA. Las 
subunidades de SAGA se encuentran situadas en cuatro módulos 
diferenciados. El módulo DUB, en rojo, está compuesto por Sgf11, 
Sus1, Sgf73 y la proteasa específica de ubicuitina Ubp8. El módulo 
HAT/Core, en naranja, contiene las subunidades Ada2, Ada3, Sgf29 
y la histona acetiltransferasa Gcn5. El módulo SA_TAF, en azul, lo 
forma las subunidades TAFs. El módulo SA_SPT, en verde, está 
compuesto por las subunidades SPTs y las proteínas Ada1 y Tra1. 
La estructura global del complejo, mostrada en morado, está basada 
en el modelo propuesto a partir de datos obtenidos mediante 
microscopía electrónica (Wu et al., 2004). 
 
 
Durante la activación transcripcional SAGA se recluta 
sobre el promotor de los genes, donde la modificación de las 




de la transcripción. A su vez, estas modificaciones permiten el 
desplazamiento de los nucleosomas sobre la cromatina, 
facilitando la elongación. La actividad HAT de SAGA regula la 
activación transcripcional mediante la acetilación de la histona 
H3 (Kuo et al., 1996; Balasubramanian et al., 2002; Bhaumik & 
Green, 2002; Daniel et al., 2004). El papel de SAGA durante la 
regulación transcripcional también implica su actividad 
desubicuitinasa (Henry et al., 2003; Daniel et al., 2004; Lee et 
al., 2005; Shukla et al., 2006). SAGA revierte la 
monoubicuitinación de la histona H2B sobre la lisina 123 
catalizada por Rad6 y Bre1 en respuesta a una señal de 
activación transcripcional. La monoubicuitinación de H2B y su 
consiguiente desubicuitinación a través de Ubp8 es a su vez 
esencial para la di- y trimetilación de H3K4, necesarias para 
activar la transcripción de los genes regulados por SAGA 
(Henry et al., 2003; Shukla et al., 2006; Lee et al., 2007; 
Weake & Workman, 2008; Nakanishi et al., 2009). SAGA 
también es capaz de regular la transcripción de manera 
independiente a sus actividades enzimáticas. Las subunidades 
Spt3 y Spt8 actúan como adaptadores físicos, mediando la 
unión de TBP (TATA-binding protein) y del complejo PIC sobre 
los promotores de los genes dependientes de SAGA 
(Belotserkovskaya et al., 2000; Yu et al., 2003). Por otro lado, 
SAGA participa reclutando al mediador en el dominio de 
activación de genes específicos (Roberts & Winston, 1997; Lee 




actúa como coactivador transcripcional, interaccionando 
directamente con los activadores, los GTFs, y la RNA Pol II 
(Taatjes, 2010). 
 
La transcripción de los genes  GAL1 y ARG1 
 
Existen distintos genes modelo regulados por SAGA en 
S. cerevisiae cuya activación transcripcional ha sido 
extensamente estudiada. Éste es el caso de los genes GAL1 y 
ARG1. Ambos son elementos de sistemas de respuesta a 
nutrientes y su expresión está fuertemente regulada (Lohr, 
1997). El gen GAL1 codifica la enzima galactoquinasa, 
necesaria para que la célula pueda utilizar la galactosa como 
fuente de carbono (Johnston, 1987; Lohr et al., 1995). Este 
gen está incluido en el regulón GAL de S. cerevisiae, el cual 
contiene tres genes necesarios para el metabolismo de la 
galactosa: GAL1, GAL7 y GAL10. En relación a su expresión 
se pueden definir tres estados característicos dependiendo de 
la fuente de carbono disponible en el medio: estado inducido 
(en ausencia de glucosa y presencia de galactosa), estado no 
inducido (en ausencia de glucosa y presencia de otras fuentes 
de carbono, como rafinosa) o estado reprimido (en presencia 
de glucosa) (Houseley et al., 2008). En ausencia de galactosa 
Gal80 inhibe a Gal4 interaccionando directamente con su 
dominio de activación (Johnston, 1987). En presencia de 




produciéndose la liberación de Gal4. La inducción génica se da 
a través de la unión del activador específico Gal4 a la región 
promotora de GAL1. El activador Gal4 ancla a SAGA al 
promotor de GAL1 a través de su interacción con Tra1. Esta 
asociación queda estabilizada mediante la acción de la 
subunidad 19S RP del proteasoma (Bhaumik, 2011). El papel 
de la subunidad 19S RP del proteasoma también es esencial 
para el anclaje del mediador al promotor (Bhaumik, 2011). 
SAGA, principalmente a través de Spt3, ancla a la proteína 
TBP a la secuencia consenso TATA, permitiendo la formación 
del PIC y el inicio de la transcripción (Larschan & Winston, 
2001; Bhaumik, 2011). Sorprendentemente, el sitio de unión de 
Gal4 en el promotor de GAL1 se encuentra permanentemente 
libre de nucleosomas, de manera que Gal4 puede unirse a 
esta región sin que resulte necesaria la actuación de un 
remodelador de la cromatina (Lohr, 1984; Fedor & Kornberg, 
1989; Cavalli & Thoma, 1993; Lohr, 1993). Bajo condiciones de 
no inducción, Gal4 se encuentra unido al promotor, preparando 
a las células para una inducción rápida en caso de que la 
galactosa esté disponible en el medio (Lohr et al., 1995). Por 
último, bajo condiciones de crecimiento de no inducción sí 
existen nucleosomas posicionados sobre los sitios de unión de 
Gal4 en el promotor de GAL1 (Lohr, 1984; Fedor & Kornberg, 
1989; Cavalli & Thoma, 1993; Lohr, 1993). Estos nucleosomas 
ayudan a reprimir la expresión génica, aunque se ha 




de fuentes de carbono diferentes a la galactosa que permite 
una expresión parcial de GAL1 (Han & Grunstein, 1988). La 
inducción por galactosa desencadena el desensamblaje de los 
nucleosomas dependiente de Gal4, lo que facilita el acceso de 
la maquinaria basal al promotor de GAL1 (Lohr, 1997) (Figura 
6A). Recientemente se ha descrito que el mantenimiento de 
los niveles y la estabilización de un RNA no codificante 
antisentido de GAL10 es un proceso crítico durante la 
regulación de la transcripción de GAL1, aportando a la célula 
nuevos niveles de la regulación transcripcional de este gen 
(Geisler et al., 2012). 
 
Por otro lado, S. cerevisiae es capaz de inducir un 
programa de expresión de genes de respuesta a arginina 
cuando la célula detecta carencias de este aminoácido. Para 
ello, el gen ARG1, que codifica para la arginosuccinato 
sintetasa una enzima necesaria en la ruta de la biosíntesis de 
la arginina, se ha empleado como gen modelo de estudio. En 
relación a su expresión, se pueden definir dos estados 
característicos: estado inducido (en ausencia de arginina) y 
estado reprimido (en presencia de arginina). En presencia de 
arginina el complejo ArgR/Mcm1, compuesto por Arg80, Arg81, 
Arg82, y Mcm1, bloquea el promotor de ARG1 reprimiendo su 
transcripción (Bechet et al., 1970; Delforge et al., 1975; Dubois 
et al., 1987; Crabeel et al., 1990; Qiu et al., 1990; Crabeel et 




condiciones de carencia de arginina, el activador 
transcripcional Gcn4 se une al promotor de ARG1 activando su 
transcripción a través del reclutamiento de múltiples factores 
(Delforge et al., 1975; Hinnebusch, 1986; Swanson et al., 
2003; Qiu et al., 2004; Govind et al., 2005). La unión de Gcn4 
se da simultáneamente a la unión de SAGA, SWI/SNF, y el 
mediador (Govind et al., 2005). Estos coactivadores junto con 
el remodelador RSC coordinan a su vez la unión de TBP, 
TFIID y la RNA Pol II al promotor, promoviendo la formación 
del PIC y la elongación de ARG1 (Roeder, 2005). Además, se 
ha demostrado que la transcripción de ARG1 depende 
negativamente de las modificaciones postraduccionales de 
histonas como la ubicuitinación de la histona H2B en la lisina 
123 y la metilación de H3 en la lisina 4, promovidas por el 
complejo PAF (Crisucci & Arndt, 2012). Estas modificaciones 
inhiben la unión del activador Gcn4 al promotor de ARG1 
(Crisucci & Arndt, 2012). Sorprendentemente, en este mismo 
estudio se ha descrito que la acción del complejo PAF inhibe la 
transcripción antisentido a lo largo del promotor de ARG1, la 
cual regula positivamente la transcripción sentido de ese 







Figura 6. Mecanismo de activación transcripcional de GAL1 y 
ARG1. (A) El gen GAL1 se induce en presencia de galactosa. En 
esta situación Gal3 secuestra al inhibidor Gal80 en el citoplasma 
produciéndose la liberación de Gal4 en el núcleo. El activador Gal4 
se une al promotor de GAL1 facilitando la unión de SAGA a través 
de la subunidad Tra1. La interacción Gal4-SAGA queda estabilizada 
por la subunidad base de la región reguladora 19S del proteasoma. 
Esta misma subunidad es necesaria para la correcta unión del 
mediador a la cromatina. Por otro lado, SAGA ancla a la proteína 
TBP a la región TATA del promotor a través de Spt3. Los 
componentes unidos a GAL1 conforman el PIC, el cual permite la 
entrada de la RNA Pol II y el inicio de la transcripción. (B) El gen 
ARG1 se induce en ausencia de arginina. En este contexto el 
activador transcripcional Gcn4 se une al promotor de ARG1, lo que 
desencadena la unión de SAGA, SWI/SNF y el mediador. Estos 
coordinan a su vez la unión de TBP y la RNA Pol II, promoviendo la 








Elongación transcripcional de los mRNAs 
 
La elongación transcripcional es un proceso dinámico 
donde diversos factores regulan la progresión de la RNA Pol II 
y múltiples complejos se coordinan para asegurar que la 
mRNP que se está sintetizando alcance sin ningún 
contratiempo su destino final. Al igual que ocurre durante el 
inicio de la transcripción, el desensamblaje de los 
nucleosomas es esencial para llevar a cabo la elongación del 
mRNA. Con tal de salvaguardar este impedimento la célula ha 
desarrollado diversos mecanismos, como son los factores 
modificadores y remodeladores de la cromatina y las 
chaperonas de histonas (Li et al., 2007). 
Además de participar durante el inicio de la 
transcripción, el modificador SAGA también está involucrado 
en la elongación del mRNA. SAGA es capaz de desensamblar 
los nucleosomas mediante su actividad modificadora de 
histonas HAT y DUB. El desensamblaje de los nucleosomas 
favorece el desplazamiento de SAGA desde el promotor hasta 
la región codificante de los genes. Además, la eliminación de 
la molécula de ubicuitina de la histona H2B llevada a cabo por 
Ubp8 es esencial para generar una elongación productiva 
(Govind et al., 2007; Wyce et al., 2007; Pascual-Garcia et al., 
2008). Concretamente, la acción de Ubp8 es necesaria para 
reclutar al complejo que contiene la quinasa Ctk1. Ésta 




II (Wyce et al., 2007). Durante el proceso de elongación el 
dominio CTD de la RNA Pol II incrementa su estado de 
fosforilación (Egloff et al., 2012). Las modificaciones en el 
dominio CTD afectan a la capacidad de los distintos complejos 
implicados en la elongación transcripcional para asociarse con 
la RNA Pol II (Egloff et al., 2012). La RNA Pol II es susceptible 
de pararse durante el proceso de la elongación. Así, para que 
la RNA Pol II lleve a cabo una elongación productiva necesita 
la intervención de distintos factores que van a intervenir en el 
proceso facilitando su progresión (Saunders et al., 2006). 
Concretamente, la fosforilación del residuo de la Ser-2 del 
dominio CTD de la RNA Pol II por parte de Ctk1 es necesaria 
para el posterior reclutamiento de Set2 que metila la lisina 36 
de la histona H3 (Briggs et al., 2002; Krogan et al., 2003; 
Youdell et al., 2008) y facilita el reclutamiento del complejo 
Rpd3 (Carrozza et al., 2005; Keogh et al., 2005). Este 
complejo con actividad HDAC regula la transcripción de un 
buen número de genes bien activándolos o bien 
reprimiéndolos. Dentro de las funciones de SAGA durante la 
elongación, el componente del módulo DUB de SAGA, Sus1, 
copurifica con la forma elongante fosforilada de la RNA Pol II y 
con factores de exportación de mRNA (Pascual-Garcia et al., 
2008). Por lo tanto, SAGA participa en el proceso de 
elongación a través de sus actividades enzimáticas y de su 




Los complejos remodeladores de la cromatina, como 
RSC, también facilitan el paso de la RNA Pol II durante la 
transcripción (Koyama et al., 2002; Carey et al., 2006). Se ha 
demostrado que el reclutamiento de este complejo a la 
cromatina es dependiente de la actividad de Gcn5 
(Kastenmayer et al., 2006). 
Durante la elongación transcripcional la dinámica 
nucleosomal está también regulada por la presencia de 
chaperonas de histonas como Asf1, Spt6 y Spt16/FACT  
(Krogan et al., 2002; Singer & Johnston, 2004; Adkins & Tyler, 
2006; Schwabish & Struhl, 2006). Estas chaperonas participan 
tanto en el desensamblaje como en el reposicionamiento de 
los nucleosomas tras el paso de la RNA Pol II 
(Belotserkovskaya et al., 2003; Mason & Struhl, 2003; 
Saunders et al., 2003). Se ha descrito que la histona H2B 
ubicuitinada (H2BUb) regula el reensamblaje de los 
nucleosomas en el gen GAL1, cooperando con Spt16/FACT en 
el restablecimiento de la estructura de la cromatina y evitando 
los inicios crípticos de la transcripción (Fleming et al., 2008). 
 
Exportación de los mRNAs 
 
La envoltura nuclear de eucariotas actúa como una 
barrera que separa física y funcionalmente los procesos que 
ocurren durante la expresión génica entre el núcleo y el 




compartimentalización hace necesaria una comunicación en 
forma de tráfico de moléculas entre el núcleo y el citosol, la 
cual tiene lugar a través del complejo del poro nuclear (NPC). 
El NPC es una estructura multiproteica de alrededor de 
30 proteínas diferentes. Estas proteínas llamadas 
nucleoporinas se organizan formando ocho bloques que 
configuran un octógono regular (Rout et al., 2000; Taddei & 
Gasser, 2012). Este complejo tiene un tamaño de unos 66 
MDa, en el caso de las levaduras (Rout et al., 2000; Cronshaw 
et al., 2002). La arquitectura básica del NPC se puede dividir 
en tres partes: la canasta nuclear, el dominio central y las 
fibrillas citoplasmáticas (Alber et al., 2007; Alber et al., 2007). 
Las nucleoporinas de tipo FG (repeticiones fenilalanina y 
glicina) presentan por un extremo un pequeño dominio 
estructural que sirve para anclarlos al resto del NPC y por el 
otro una región desestructurada donde se encuentran las 
repeticiones FG (Alber et al., 2007; Alber et al., 2007). Las 
nucleoporinas FG están implicadas en el transporte activo de 
los mRNAs, interaccionando directamente con los 
transportadores específicos de éstos, como Mex67-Mtr2. Esta 
interacción se da de manera transitoria facilitando el paso de 
las moléculas a través del NPC (Rexach & Blobel, 1995; 
Strasser et al., 2000). 
El mecanismo de transporte a través del NPC depende 
del tamaño de las moléculas. Por ejemplo, las moléculas de 




libremente a través del NPC. Por otro lado, las proteínas que 
realizan su función en el núcleo como las histonas, las DNA y 
RNA polimerasas, los factores de procesamiento de RNAs o 
los factores de transcripción son importados selectivamente 
desde el citosol. Finalmente, los RNAs sintetizados en el 
núcleo necesitan receptores de transporte específicos (Mex67-
Mtr2) y energía para atravesar los NPCs y ser exportados al 
citoplasma. Entre estos RNAs se encuentran los mensajeros 
(mRNAs), que una vez en el citoplasma se traducen a 
proteínas; los de transferencia (tRNA), necesarios en la 
traducción de los mRNAs; los nucleares de pequeño tamaño 
(snRNAs) y los ribosomales (rRNAs), que son exportados al 
citosol para formar parte de las subunidades ribosomales. Los 
mRNAs difieren del resto de RNAs en tamaño, secuencia y 
estructura, y por lo tanto emplean estrategias diferentes a las 
del resto para ser exportados del núcleo (Kohler & Hurt, 2007).  
 
En algunos casos se ha descrito que la activación de la 
transcripción tiene como resultado el acercamiento de la 
cromatina activa al NPC, permitiendo el contacto físico entre 
ambos (Brickner & Walter, 2004; Casolari et al., 2005; Cabal et 
al., 2006; Schmid et al., 2006; Taddei et al., 2006; Brickner et 
al., 2007). El transcrito interacciona con las nucleoporinas FG y 
con el receptor de exportación Mex67-Mtr2. Debido al gran 
tamaño de la mRNP madura, es necesaria la energía del ATP 




helicasa Dbp5, la cual es reclutada por la maquinaria 
transcripcional en los primeros pasos de la transcripción 
(Hodge et al., 1999; Estruch & Cole, 2003). Cuando el 
transcrito alcanza el NPC, Dbp5 se ancla a éste mediante su 
asociación con Nup159 y Gle1. Gle1 se une al inositol 
hexafosfato (IP6) y promueve la actividad RNA helicasa de 
Dbp5. Este mecanismo garantiza que la acción remodeladora 
de Dbp5 ocurra en el momento y lugar adecuados 
(Suntharalingam et al., 2004; Weirich et al., 2004). A medida 
que la mRNP atraviesa el NPC, Dbp5 se encarga de disociar el 
receptor de exportación Mex67 y otros factores a su paso por 
la cara citoplasmática del anillo nuclear (Lund & Guthrie, 
2005). Una vez en el citoplasma, los mRNAs serán traducidos 
por los ribosomas en las proteínas correspondientes.  
La coordinación entre los distintos pasos de la 
biogénesis del mRNA como la transcripción, el capping, el 
corte y empalme, el corte y la poliadenilación es necesaria 
para obtener mRNPs competentes de ser exportadas 
(Aguilera, 2005; Buratowski & Moazed, 2005; Cole & Scarcelli, 
2006). Sólo aquellos mRNAs correctamente procesados serán 
exportados al citoplasma a través del NPC. De esta forma la 
célula adquiere otro nivel de regulación de la expresión génica. 
Las moléculas de mRNP defectuosas consecuencia de errores 
durante el procesamiento del mRNA son retenidas en el NPC 
por los mecanismos de control y degradadas por exonucleasas 




principal en la regulación del tráfico entre el núcleo y el 
citoplasma, opera como un sistema de control donde sólo las 
mRNP correctamente formadas pueden salir al citoplasma. 
Este sistema incluye a las proteínas Mlp1 y Mlp2 (Galy et al., 
2004; Vinciguerra et al., 2005). Estas dos proteínas forman 
unas fibrillas que se extienden desde la canasta del NPC, 
donde interaccionan con Nup60 y Pml39 (Palancade et al., 
2005), hacia el espacio nucleoplasmático. Concretamente, las 
proteínas Mlps retienen aquellos mRNAs que contienen 
intrones (Galy et al., 2004). Además, establecen contactos con 
las proteínas de exportación Yra1, Nab2 y Npl3, asegurando la 
correcta formación de la mRNP (Green et al., 2003; Galy et al., 
2004; Vinciguerra et al., 2005).  
 
El complejo TREX-2: estructura y función 
 
TREX-2 es un complejo multiproteico conservado cuya 
función principal es exportar los mRNAs en levaduras (Fischer 
et al., 2002; Gallardo et al., 2003; Fischer et al., 2004; 
Rodriguez-Navarro et al., 2004; Wilmes et al., 2008; Faza et 
al., 2009). TREX-2 se localiza en la cara nuclear del NPC y 
está constituido por la asociación estable de la proteína multi-
dominio Sac3 junto con las subunidades Thp1, Cdc31 y Sus1 
(Gallardo et al., 2003; Fischer et al., 2004; Rodriguez-Navarro 
et al., 2004). Durante el desarrollo de esta tesis, se ha 




integral de TREX-2 (Wilmes et al., 2008; Faza et al., 2009). 
Esta proteína pequeña y cargada negativamente se asocia con 
TREX-2 aumentando la estabilidad del complejo (Wilmes et al., 
2008; Faza et al., 2009; Jani et al., 2009). Aunque se 
desconoce la función concreta de Sem1 dentro del complejo 
se sabe que Sem1 se asocia con un amplio número de 
complejos conservados, incluyendo la subunidad reguladora 
19S del proteasoma (Sone et al., 2004; Pick et al., 2009; Faza 
et al., 2010). 
 
Al igual que hemos visto en el caso del complejo SAGA, 
estudios estructurales han aportado información sobre cómo 
se organiza el complejo TREX-2. En un primer trabajo se 
identificó el dominio CID de Sac3, el cual adopta una 
conformación en hélice α alrededor de la cual se enrollan una 
molécula de Cdc31 y dos de Sus1 (Jani et al., 2009). Sac3 se 
encuentra establemente asociada al poro nuclear a través de 
las nucleoporinas Nup1 y Nup60. Por otro lado, Sus1 y Cdc31 
actúan sinérgicamente para estabilizar el macrocomplejo NPC-
TREX-2. Sac3 y Thp1 interaccionan a través del dominio SAC3 
(Jani et al., 2009; Ellisdon et al., 2012). Esta asociación hace 
posible la interacción con diversas nucleoporinas, 
contribuyendo así a la estabilización de la unión NPC-TREX-2 
(Fischer et al., 2002). Recientemente se ha resuelto un 
fragmento de la estructura cristalizada de TREX-2 




análisis de la estructura revela que TREX-2 está constituido 
por una parte central formada por Sac3, al cual se unen el 
resto de componentes. Sem1 se une directamente a Thp1 
estabilizando la unión Sac3-Thp1 y facilitando el ensamblaje 
del complejo completo (Ellisdon et al., 2012). Thp1 y Sac3 
también interaccionan con la exportina Mex67-Mtr2 (Fischer et 
al., 2002) (Figura 7). Estos datos sugieren que TREX-2 junto 
con el NPC podrían proporcionar una plataforma molecular 
fundamental para la unión con los mRNAs, y por lo tanto, para 
la coordinación entre los procesos de transcripción y 
exportación. Sem1, a través de su papel en la estabilización de 
TREX-2, podría participar indirectamente en la coordinación de 







Figura 7. Ilustración esquemática de la estructura del complejo 
TREX-2. Sac3 actúa como soporte de todo el complejo anclando 
distintas proteínas a lo largo de su secuencia. La región C-terminal 
de Sac3 une Cdc31 y dos subunidades de Sus1. Ésta región se une 
a los componentes del poro nuclear Nup1 y Nup60. La región N-
terminal de Sac3 une Thp1, la cual queda estabilizada por la 
proteína Sem1. Esta región N-terminal junto con Thp1 ancla los 
mRNAs a través de la interacción con Mex67/Mtr2. Esta interacción 
facilita la exportación de los mRNAs competentes a través del NPC. 
 
 
TREX-2 facilita la asociación al poro de los genes 
transcripcionalmente activos, como GAL1 (Blobel, 1985; 
Fischer et al., 2004; Rodriguez-Navarro et al., 2004; Cabal et 
al., 2006) y favorece la memoria transcripcional así como la 




2008; Gonzalez-Aguilera et al., 2008; Ahmed et al., 2010; Light 
et al., 2010; Egecioglu & Brickner, 2011; Tous et al., 2011). El 
anclaje de los genes activos al poro tiene lugar mediante la 
asociación de TREX-2 a la cara nuclear del NPC por un 
extremo y a SAGA por el otro (Cabal et al., 2006). Los mRNAs 
transcritos a partir de estos genes anclados se exportan con 
una mayor eficiencia a través de los poros (Brickner et al., 
2007). TREX-2 también participa en el establecimiento de la 
memoria transcripcional, donde los genes son retenidos en las 
inmediaciones del poro de forma postranscripcional con tal de 
generar una respuesta transcripcional más rápida en el caso 
de producirse una nueva señal (Abruzzi et al., 2006; 
Chekanova et al., 2008; Ahmed et al., 2010; Light et al., 2010). 
Las interacciones entre las proteínas Mlp1, Mex67 y distintas 
nucleoporinas también son importantes en este proceso 
(Egecioglu & Brickner, 2011). Por otro lado, la deleción de 
alguno de los componentes de TREX-2 produce defectos en la 











Acoplamiento entre maquinarias de la 
expresión génica 
 
Papel de la desubicuitinación de H2B en el 
metabolismo de los mRNAs 
 
La ubicuitinación de la histona H2B juega un papel 
esencial durante la regulación de la expresión génica. Se han 
descrito tres mecanismos moleculares mediante los cuales 
esta modificación afecta al transcurso de la transcripción: 
regula la accesibilidad de la maquinaria transcripcional al DNA, 
alterando la estructura de la cromatina; media el reclutamiento 
de factores que participan posteriormente en transcripción, 
mediante su activación o inhibición; y establece una 
comunicación en trans con otras histonas, provocando la 
consiguiente modificación en otras histonas que alteran a su 
vez la estructura y función de la cromatina (Zhang, 2003). La 
combinación de estos tres mecanismos es esencial en la 
coordinación de la expresión génica. 
 
Cuando la célula recibe una señal ambiental que marca 
el inicio de la transcripción, los diferentes activadores se unen 
al promotor de los genes que se van a activar. Esto permite el 
ensamblaje de la maquinaria basal. Seguidamente, la 
fosforilación de la cola CTD de la RNA Pol II y el reclutamiento 
del complejo PAF permiten que las subunidades Rad6/Bre1 




lado, el complejo quinasa dependiente de ciclina, Bur1/Bur2, 
fosforila Rad6 y facilita el reclutamiento de PAF, contribuyendo 
a la actividad de Rad6/Bre1 (Laribee et al., 2005; Wood et al., 
2005). El complejo PAF también actúa reclutando al complejo 
COMPASS sobre la RNA Pol II. COMPASS contiene una 
metiltransferasa de H3K4 llamada Set1. De esta forma PAF 
ayuda a establecer una red de interacciones que produce una 
comunicación en trans entre la ubicuitinación de la histona y la 
metilación (Ng et al., 2002; Krogan et al., 2003). Este 
mecanismo de comunicación viene mediado por Cps35, una 
subunidad de COMPASS necesaria para su actividad 
metiltransferasa (Lee et al., 2007). Rad6/Bre1 ubicuitinan 
directamente a Cps35, el cual a su vez controla el 
reclutamiento de Spp1, otra subunidad de COMPASS 
necesaria para la trimetilación en H3K4 (Vitaliano-Prunier et 
al., 2008). 
 
La ubicuitinación de H2B también regula la dinámica de 
la cromatina durante la elongación transcripcional, afectando a 
su accesibilidad (Pavri et al., 2006; Shukla & Bhaumik, 2007; 
Tanny et al., 2007). H2Bub promueve la actividad del complejo 
remodelador FACT (Pavri et al., 2006), el cual reorganiza la 
cromatina bien para facilitar el paso de la RNA Pol II elongante 
o bien para restaurar su estructura una vez finalizada la 
transcripción, previniendo así la transcripción críptica (Fleming 




los nucleosomas en el promotor (Chandrasekharan et al., 
2009), e interfiere con el orden superior de compactación de la 
cromatina dando lugar a una estructura accesible (Fierz et al., 
2011). Se especula que estos efectos contrarios podrían 
formar parte de distintos mecanismos en la regulación de la 
cromatina.  
 
La ubicuitinación de H2B también desempeña un papel 
regulador durante el proceso de exportación de los mRNAs. El 
estudio llevado a cabo en el laboratorio de la Dra. Dargemont 
revela que la ubicuitinación de H2B controla la formación de 
mRNPs competentes (Vitaliano-Prunier et al., 2012). En 
ausencia de ubicuitinación la exportación de los mRNAs queda 
bloqueada. Además, este efecto también se observa cuando el 
componente de COMPASS, Swd2, no se ubicuitina. Por lo 
tanto, la ubicuitinación de H2B y Swd2 es necesaria para la 
asociación de la maquinaria de exportación con el mRNA y su 
correcta actividad. 
 
La complejidad del mecanismo por el que la 
ubicuitinación de H2B regula la expresión génica también se 
ve reflejada en el papel no menos importante que ejerce su 
desubicuitinación. Existen distintas enzimas desubicuitinasa en 
levadura. Como se ha citado anteriormente, Ubp8 y Ubp10 son 
las encargadas de desubicuitinar la histona H2B (Henry et al., 




2005). Ubp8 forma parte del complejo SAGA y su actividad 
requiere el ensamblaje del módulo DUB completo 
(Ingvarsdottir et al., 2005; Lee et al., 2005; Kohler et al., 2010; 
Samara et al., 2010). Ubp8 regula positivamente la 
transcripción y su eliminación altera los niveles de metilación 
de H3 en las lisinas K4 y K36 (Henry et al., 2003; Daniel et al., 
2004). La presencia de ubicuitina en H2B impide el 
reclutamiento a la cromatina de la quinasa dependiente de 
ciclina Ctk1 (Wyce et al., 2007). Ésta es necesaria para 
fosforilar la cola CTD de RNA Pol II, la cual promueve el 
reclutamiento de Set2 y la metilación de H3K36 durante la 
elongación (Krogan et al., 2003; Krogan et al., 2003; Xiao et 
al., 2003). Por lo tanto, H2BUb debe ser desubicuitinada por 
Ubp8 para la correcta progresión de la elongación (Wyce et al., 
2007). Por otra parte, Ubp10 ejerce su función 
preferentemente en los telómeros. Es responsable de 
mantener bajos los niveles de H2B ubicuitinada, y por 
consiguiente de H3K4 y H3K79 metilados. Estos niveles bajos 
de marcas de histonas promueven la asociación de la 
desacetilasa de histonas Sir2 en los telómeros, manteniendo el 
silenciamiento de la cromatina telomérica (Emre et al., 2005; 
Gardner et al., 2005). Ubp8 no es necesaria para el 
silenciamiento de los telómeros, indicando que  cada enzima 
DUB actúa en distintas regiones de la cromatina regulando 




La desubicuitinación de H2B también es importante 
durante la exportación de los mRNAs. De hecho, los 
componentes del módulo DUB de SAGA, Sus1 y Sgf11 están 
directamente implicados en la exportación (Kohler et al., 2006), 
mientras que Ubp8 y Sgf73 están implicados en la exportación 
de mRNAs específicos, como por ejemplo GAL1 (Kohler et al., 
2008). A pesar de estos datos, se desconoce el mecanismo 
por el cual la desubicuitinación de la histona H2B regula la 
exportación de los mRNAs.  
 
Finalmente, la regulación de la transcripción mediante la 
ubicuitinación también puede ejercerse a través de los factores 
transcripcionales, bien sea regulando sus niveles, mediante la 
degradación del proteasoma; o su actividad, mediante marcas 
de ubicuitina no degradativas. Las marcas de ubicuitina 
también pueden afectar a la interacción entre proteínas y a la 
localización celular, lo que puede alterar significativamente el 
proceso de la expresión génica.  
 
En resumen, H2BUb actúa como una marca polivalente 
que desempeña distintas funciones en la regulación de la 
expresión génica. La ubicuitinación de H2B regula la 
transcripción a través de la comunicación entre marcas de 
histonas, mediante el control de la dinámica de la cromatina, 
interfiriendo en la estructura cromatínica de orden superior y 




desubicuitinación es esencial para la progresión de la 
elongación y la correcta exportación. Además, la ubicuitinación 
de proteínas no histonas añade un nivel más de complejidad al 
proceso. Trabajos en el futuro deberán aclarar las bases 
moleculares por las que la ubicuitinación y desubicuitinación 
de la histona H2B, así como de otras proteínas, actúan a lo 
largo de la expresión génica.  
 
La coordinación entre los complejos SAGA y TREX-2, 
la proteína Sus1 
 
La coordinación entre los distintos pasos de la 
biogénesis del RNA mensajero está mediada por las 
interacciones físicas que tienen lugar entre los factores 
involucrados a lo largo del proceso. De hecho, las proteínas 
involucradas en los primeros pasos de la transcripción 
interaccionan con proteínas de las últimas etapas, como 
componentes del NPC, de la maquinaria de exportación y otros 
factores de exportación. Estos últimos son reclutados al 
transcrito durante los primeros pasos de la transcripción (Luna 
et al., 2008; Schmid & Jensen, 2008). Muchas de estas 
interacciones físicas se establecen entre componentes de los 
complejos SAGA y TREX-2, permitiendo la correcta 
transcripción y exportación de las mRNPs a través del NPC. 
Por ejemplo, se ha observado que la subunidad de SAGA Tra1 
copurifica con Thp1 en experimentos de purificación TAP 




SAGA Ada2, se copurifican las proteínas de TREX-2 Sac3 y 
Thp1 (Kohler et al., 2008). Por otro lado, se ha detectado 
mediante filtración en gel la existencia de un macrocomplejo 
que contiene proteínas de ambos complejos (Rodriguez-
Navarro et al., 2004). Atendiendo a estos datos, la idea de una 
coordinación entre ambos complejos que facilite la activación 
transcripcional y la modificación de histonas junto con la 
exportación de los mRNA, cobra peso.  
Sus1 tiene un papel potencial como coordinador de los 
complejos SAGA y TREX-2, ya que es un componente común 
a ambos complejos. Sus1 posee características peculiares en 
su secuencia codificante, lo que confiere un gran interés a su 
estudio. Sus1 es una proteína pequeña de 11 kDa y 441 nt. A 
diferencia de la mayoría de genes de levadura, los cuales 
están desprovistos de intrones, SUS1 posee dos intrones. Los 
intrones de levadura poseen señales de corte y empalme 
conservados (Bon et al., 2003), pero en SUS1 estas señales 
no son canónicas (Rodriguez-Navarro et al., 2004; Hossain et 
al., 2009; Pascual-Garcia & Rodriguez-Navarro, 2009). Esta 
estructura genómica característica de SUS1 está conservada 
evolutivamente (Cuenca-Bono et al., 2011). Estos datos 
sugieren una regulación compleja del proceso de corte y 
empalme en este gen, poniéndose de manifiesto la importancia 
biológica de los intrones de Sus1 en la regulación de su  propia 
expresión (Hossain et al., 2011). El control minucioso de la 




célula como son la correcta coordinación entre la transcripción 
y la exportación. Por otro lado, el análisis de las estructuras de 
cristal resueltas tanto para la unión de Sus1 a TREX-2, a 
través de Sac3 (Ellisdon et al., 2012); como para la unión de 
Sus1 a SAGA, a través de Sgf11 (Samara et al., 2012), 
ayudarán a elucidar el mecanismo molecular por el cual se 
coordinan estos complejos a través de Sus1. Durante el 
proceso de la activación transcripcional, Sus1 es incorporado 
al promotor de los genes a través de SAGA. La fosforilación de 
la RNA Pol II durante la elongación facilita la unión de Sus1 a 
lo largo de la región codificante. Tanto SAGA como TREX-2 
son necesarios para esta asociación a la ORF. Sus1 
coinmunoprecipita con Mex67 y Yra1, lo que sugiere que su 
unión a la forma elongante de la RNA Pol II se produce a 
través de estos factores (Pascual-Garcia et al., 2008). La 
interacción de Sus1 con los factores de exportación, así como 
con los complejos SAGA y TREX-2 facilita la rápida inducción 
y transcripción de los genes regulados por SAGA. De acuerdo 
con esta coordinación, se ha visto que todas las subunidades 
de TREX-2 son necesarias para la correcta elongación de 
transcritos largos. Por otro lado, también se ha observado que 
la interacción entre SAGA y TREX-2 media el posicionamiento 
de los genes dentro del núcleo en condiciones de activación 
transcripcional (Cabal et al., 2006; Chekanova et al., 2008) 
(Figura 8). Estos datos bioquímicos sugieren que SAGA y 




cromatina, promoviendo la activación transcripcional y 
asegurando la eficiencia de la elongación y exportación de los 
mRNA (Govind et al., 2007; Wyce et al., 2007; Gonzalez-
Aguilera et al., 2008; Pascual-Garcia et al., 2008; Faza et al., 
2009).  
 
Figura 8. Coordinación entre SAGA y TREX-2 a través de Sus1. 
Sus1 participa en distintas etapas de la biogénesis del mRNA. El 
complejo SAGA, del cual Sus1 es parte estructural y funcional, es 
necesario durante el inicio de la transcripción. Sus1 también se une 
a la ORF de los genes, interviniendo durante la elongación 
transcripcional. Finalmente, Sus1 forma parte del complejo TREX-2, 
encargado de exportar los mRNAs competentes del núcleo al 
citoplasma. TREX-2 acerca los genes transcripcionalmente activos 
al entorno del poro a través de su interacción con Mex67/Mtr2 y las 
nucleoporinas. Por lo tanto, Sus1 coordina los procesos de 
transcripción y exportación a través de SAGA y TREX-2, haciendo el 




En el futuro, serán necesarios trabajos que aclaren las 
bases moleculares por las que SAGA y TREX-2 se coordinan 
durante la expresión génica.  
 
La coordinación SAGA-TREX-2 en el contexto celular 
 
Como hemos visto, la coordinación entre SAGA y 
TREX-2 es fundamental para la biogénesis del mRNA. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que esta coordinación tiene 
lugar dentro de un contexto celular donde otros complejos y 
mecanismos influyen sobre la expresión génica 
proporcionando a la célula una red compleja para su 
regulación. 
El NPC es un ejemplo de la complejidad con que la 
célula regula la expresión génica. Actúa como una plataforma 
donde las diferentes etapas de la transcripción tienen lugar 
(Akhtar & Gasser, 2007; Brown & Silver, 2007; Ahmed et al., 
2010; Dieppois & Stutz, 2010). Los múltiples factores que 
actúan en las etapas iniciales de la transcripción, así como 
durante la exportación establecen multitud de conexiones con 
las nucleoporinas promoviendo el anclaje de los genes a la 
periferia nuclear y aumentando la eficiencia de la exportación. 
(Blobel, 1985; Cabal et al., 2006; Dieppois et al., 2006; 
Kurshakova et al., 2007; Chekanova et al., 2008; Kohler et al., 
2008). La interacción entre TREX-2 y SAGA media la unión de 




transcripcional, de esta forma la procesividad de la 
transcripción y la estabilidad del genoma quedan aseguradas 
(Cabal et al., 2006; Chekanova et al., 2008; Gonzalez-Aguilera 
et al., 2008; Pascual-Garcia et al., 2008; Faza et al., 2009; 
Capelson et al., 2010). Algunos componentes de SAGA 
interaccionan directamente con proteínas del NPC, como Mlp1. 
Ésta es necesaria para el correcto anclaje de los genes al poro 
durante la activación transcripcional (Dieppois et al., 2006; 
Luthra et al., 2007; Tan-Wong et al., 2009). Sus1 también es 
necesaria para establecer la asociación física entre TREX-2, 
SAGA y el NPC mediante su unión a la nucleoporina Nup1 
(Fischer et al., 2004; Kohler et al., 2008; Jani et al., 2009). 
Otras nucleoporinas como Nup2 y Nup60, ambas 
constituyentes de la región nucleoplasmática del NPC, también 
han sido identificadas como necesarias para la asociación gen-
NPC (Casolari et al., 2004; Fischer et al., 2004; Schmid et al., 
2006; Kohler et al., 2008; Jani et al., 2009). Todas estas 
interacciones son necesarias para que la cromatina y la 
maquinaria transcripcional contacten con el NPC. De hecho, se 
ha demostrado que la maquinaria de exportación de los 
mRNAs, TREX-2, es crucial en el reclutamiento de los genes 
activos, como GAL1 o INO1, a los NPCs (Cabal et al., 2006; 
Taddei et al., 2006; Akhtar & Gasser, 2007; Taddei, 2007; 
Ahmed et al., 2010; Light et al., 2010). Recientemente se ha 
descrito el mecanismo molecular por el cual el gen INO1 se 




regulado por dos secuencias de DNA situadas en su propio 
promotor, llamadas GRS I y GRS II (gene recruitment 
sequences) (Ahmed et al., 2010). Estas secuencias difieren de 
aquellas regiones del promotor que controlan la transcripción 
de INO1 (Ambroziak & Henry, 1994; Bachhawat et al., 1995; 
Schwank et al., 1995). Los elementos GRS actúan como 
códigos de DNA que anclan la cromatina a la periferia del 
núcleo, interaccionando físicamente con el  NPC. Las 
mutaciones en las secuencias GRS bloquean el anclaje del 
gen a la periferia, produciendo defectos en la transcripción. 
Este resultado apoya la idea de que el anclaje al NPC facilita el 
proceso de la transcripción (Ahmed et al., 2010). Por otra 
parte, la localización de INO1 al NPC en condiciones de 
represión requiere otro código de DNA llamado MRS (memory 
recruitment sequence) (Light et al., 2010). Por lo tanto, 
mientras GRS media la unión de INO1 al NPC en condiciones 
de activación transcripcional para promover la transcripción, el 
anclaje mediado por MRS bajo condiciones de represión 
prepara al gen para una reactivación transcripcional rápida y 
eficiente (Light et al., 2010). Estos dos mecanismos de anclaje 
requieren asociaciones entre diferentes proteínas del NPC y la 
maquinaria transcripcional. Algunos factores participan en los 
dos mecanismos de anclaje, como las nucleoporinas Nup60, 
Nup1 y Nup2 y algunos componentes de TREX-2 y SAGA. 
Sus1 participa directamente en ambos mecanismos de anclaje, 




macrocomplejo TREX-2-SAGA-NPC es esencial para la 
regulación génica. Al NPC también se le han atribuido otras 
funciones durante la regulación transcripcional, en 
coordinación con los complejos SAGA y TREX-2. La 
asociación preferente de las proteínas Nup2 y Mlps con las 
regiones terminales de genes activos sugiere que el NPC 
puede ayudar a establecer dominios de cromatina activa 
organizando el DNA en una conformación de lazo (Gerasimova 
et al., 2000; Burgess-Beusse et al., 2002; Ishii et al., 2002; Xu 
et al., 2004; Casolari et al., 2005; Noma et al., 2006; Schmid et 
al., 2006). La organización de la cromatina en lazos produce 
una interacción física entre las regiones 5’ y 3’ de los genes 
activos que está mediada por interacciones entre la maquinaria 
transcripcional y factores que intervienen en el procesamiento 
de la región 3′ de los mRNAs (Ansari & Hampsey, 2005) 
(O'Sullivan et al., 2004; Singh & Hampsey, 2007; Perkins et al., 
2008; Hampsey et al., 2011). Recientemente, se ha propuesto 
que esta conformación en lazo facilita el reciclado de factores 
transcripcionales así como de la RNA Pol II durante rondas 
sucesivas de transcripción (Luna et al., 2008). Este mecanismo 
aumenta la eficiencia de la expresión génica (Luna et al., 
2008). Por otro lado, el papel que juegan las secuencias 3′ 
UTR de algunos genes en el anclaje al NPC refleja su función 
en la estabilización de los lazos (Abruzzi et al., 2006; Taddei et 
al., 2006). En este sentido, se ha demostrado que Mlp1 se 




manteniendo la conformación en lazo una vez finalizada la 
transcripción (Tan-Wong et al., 2009). Por lo tanto, Mlp1 actúa 
estabilizando la estructura de lazo formada tras la activación 
transcripcional incluso después de la retirada de la RNA Pol II 
del DNA molde. La estructura de lazo formada por la 
interacción de la cromatina con el NPC proporciona un 
ambiente molecular con alta concentración de factores de 
transcripción, lo que permite una rápida unión de la maquinaria 
transcripcional con la cromatina y, por lo tanto, una rápida 
reactivación transcripcional tras un corto período de represión. 
A este fenómeno se le ha denominado MGL (memory gene 
loop) (Laine et al., 2009; Tan-Wong et al., 2009). En este 
contexto, SAGA y TREX-2 juegan un papel importante en el 
establecimiento de un anclaje eficiente entre la cromatina y el 
NPC,  estabilizando las interacciones  gen-NPC durante la 
activación transcripcional (Dieppois et al., 2006; Luthra et al., 
2007; Tan-Wong et al., 2009). 
 
Dentro del contexto celular, el proteasoma es un 
ejemplo de cómo otros complejos influyen en la coordinación 
SAGA-TREX-2. El proteasoma ha sido relacionado con la 
periferia nuclear y con SAGA (Enenkel et al., 1999; Lee et al., 
2005; Sexton et al., 2007; Nagai et al., 2008; Bhaumik, 2011). 
El proteasoma es la maquinaria proteolítica encargada de 
degradar proteínas poliubicuitinadas en la célula eucariota 




subcomplejos, la partícula proteolítica 20S y la regulatoria 19S. 
El proteasoma completo está formado por dos partículas 19S 
ancladas a ambos extremos de una partícula 20S. La 
subunidad 19S ancla y despliega las proteínas ubicuitinadas 
empleando la energía del ATP, mientras que 20S posee la 
actividad proteolítica (Voges et al., 1999; Coux, 2002). 19S se 
divide además en otros dos subcomplejos, la base y la tapa 
(Glickman et al., 1999; Voges et al., 1999; Coux, 2002; 
Bhaumik & Malik, 2008). La base contiene actividad ATPasa, 
utilizada para desplegar las proteínas facilitando así su 
incorporación en 20S. La tapa está compuesta por 8 proteínas, 
entre ellas Sem1, y se encarga de atrapar las cadenas de 
ubicuitina para iniciar su proceso de proteólisis en el 
proteasoma. (Larsen & Finley, 1997; Voges et al., 1999; Coux, 
2002). Como ya hemos mencionado, la actividad proteolítica 
del proteasoma puede regular la expresión génica controlando 
la abundancia de factores transcripcionales y alterando su 
localización celular (Bhaumik & Malik, 2008; Kwak et al., 2011). 
De hecho, las subunidades del proteasoma están implicadas 
en distintas etapas de la transcripción, como por ejemplo el 
inicio y la formación del PIC y la elongación y terminación 
(Gillette et al., 2004). En levaduras, la mutación de cualquier 
subunidad del proteasoma altera significativamente los niveles 
del 70% de los transcritos globales (Sikder et al., 2006), ya 
sean genes regulados por el coactivador SAGA o por TFIID  




2008). Sorprendentemente, los genes son sub o 
sobreexpresados dependiendo de si la subunidad mutada 
pertenece a la subunidad 20S o 19S. Además, existen 
estudios donde se ha asociado la función de la subunidad 19S 
a la regulación de los genes dependientes de SAGA, mientras 
que 20S parece estar implicado en regular genes ribosomales 
controlados por el complejo TFIID (Fleming et al., 2002; 
Dembla-Rajpal et al., 2004; Sikder et al., 2006; Sulahian et al., 
2006). Estos datos sugieren una correlación durante el 
proceso transcripcional entre las subunidades 19S y 20S con 
los complejos SAGA y TFIID respectivamente. De hecho, el 
laboratorio del Dr. Workman ha propuesto un modelo 
bioquímico mediante el cual 19S puede regular genes 
dependientes de SAGA (Lee et al., 2005; Auld et al., 2006; 
Bhaumik, 2011). La base de 19S RP estabiliza la interacción 
entre el activador Gal4 y SAGA, independientemente de la 
partícula 20S y la subunidad de la tapa de 19S a la que 
pertenece Sem1. Esta estabilización implica un cambio 
conformacional en SAGA, que requiere energía del ATP, para 
facilitar su asociación con Gal4. Por otro lado, la base de 19S 
también promueve la desestabilización de la asociación entre 
el activador y el promotor empleando para ello el ATP. Esta 
desestabilización tiene lugar cuando el activador Gal4 no se 
encuentra monoubicuitinado (Ferdous et al., 2007). Además 
del papel de 19S en la regulación de las interacciones 




en la formación del PIC en el promotor de GAL1. En este caso 
19S estabiliza la red de interacciones formadas entre Gal4-
SAGA y el mediador (Malik et al., 2009) (Figura 9).  
Por lo tanto, sólo las subunidades de la base de 19S del 
proteasoma están implicadas en la activación transcripcional 
de los genes regulados por SAGA, las subunidades de la tapa 
de 19S quedan excluidas de esta regulación (Malik et al., 
2009). Sorprendentemente, la subunidad de la tapa de 19S, 
Sem1, forma parte de TREX-2 de manera independiente del 
proteasoma (Funakoshi et al., 2004; Sone et al., 2004; Wilmes 
et al., 2008; Faza et al., 2009; Lu et al., 2010). Sem1 es 
esencial para la estabilización de TREX-2, promoviendo la 
recolocación del DNA al NPC y la exportación de los mRNAs 







Figura 9. Regulación de la transcripción génica a través del 
proteasoma. El proteasoma es capaz de regular la expresión génica 
a distintos niveles. La región base de la subunidad reguladora 19S 
del proteasoma participa durante el inicio de la transcripción, 
estabilizando la interacción entre el activador y SAGA y entre el 
mediador y la cromatina. Por otro lado, el proteasoma es capaz de 
regular la concentración de componentes necesarios para la 
transcripción a través de su actividad proteolítica. Además, esta 
actividad es necesaria para degradar el activador Gal4 y permitir la 







Otro ejemplo de como la coordinación SAGA-TREX-2 
viene mediada por otros mecanismos celulares, lo ilustra el 
efecto barrera de la cromatina. Mediante análisis masivos se 
ha identificado que varias subunidades de SAGA actúan como 
elementos barrera (Oki et al., 2004). La subunidad de SAGA, 
Ada2, se ancla a los telómeros de levadura actuando como un 
elemento barrera y previniendo la propagación de la 
heterocromatina (Jacobson & Pillus, 2009). Además, el 
homólogo en Drosophila melanogaster del componente de 
SAGA/TREX-2, Sus1 (Eny2), actúa como aislador cromatínico 
en conjunto con Su(Hw) y Wari (Kurshakova et al., 2007; 
Erokhin et al., 2010). Por lo tanto, las subunidades de SAGA 
parecen participar en el silenciamiento de la cromatina además 
de en la activación transcripcional (Jacobson & Pillus, 2009). 
Este papel de SAGA se desarrolla en la proximidad del poro 
nuclear. El contacto directo entre componentes de SAGA y los 
componentes Mlp1 y Nup1 del NPC (Fischer et al., 2002; 
Luthra et al., 2007) es necesario para el establecimiento de 
elementos barrera en el poro nuclear. Además, estás dos 
proteínas son esenciales para estabilizar la interacción gen-
NPC durante la activación transcripcional en coordinación con 
TREX-2. En resumen, estos datos sugieren que muchos genes 
se asocian a los poros nucleares a través de SAGA-TREX-2-
NPC, utilizándolos como puntos de anclaje para regular su 
expresión. La regulación génica en el contexto del NPC es de 




relación directa con la manifestación de enfermedades del 
desarrollo y de cáncer (Capelson & Hetzer, 2009; Kohler & 
Hurt, 2010). 
 
Otro mecanismo que puede afectar la coordinación 
SAGA-TREX-2 durante la transcripción tiene que ver con la 
maquinaria de control de la replicación. Con el objetivo de 
solventar la replicación de los genes transcripcionalmente 
activos y evitar la inestabilidad de la horquilla y el bloqueo del 
ciclo celular, la célula libera los genes activos de su anclaje a 
los poros nucleares. El mecanismo molecular que facilita  esta 
segregación comienza con la activación de las quinasas 
Mec1/Tel1, implicadas en la respuesta de control del ciclo 
celular, sobre la horquilla de replicación bloqueada. Mec1/Tel1 
activan a su vez a la quinasa Rad53, la cual fosforila a 
diversas nucleoporinas, como Mlp1, Nup1 y Nup60 con el fin 
de desestabilizar el macrocomplejo SAGA-TREX-2-NPC y 
facilitar la correcta replicación de la cromatina 
transcripcionalmente activa. De hecho, se ha demostrado que 
el defecto de replicación observado en ausencia de Rad53, 
donde la cromatina transcripcionalmente activa es incapaz de 
liberarse del poro, se suprime en aquellos mutantes en los que 
el anclaje de los genes al poro no tiene lugar. Entre los 
mutantes, cuya deleción suprime el fenotipo mostrado por 
rad53Δ, encontramos a los componentes de TREX-2 Sac3, 




algunos factores del poro nuclear (Bermejo et al., 2011). Estos 
datos indican que la transcripción es un proceso vinculado con 
la replicación en el contexto del NPC con el objetivo de 
mantener la integridad genómica en la célula. La coordinación 
de la transcripción y la exportación implica el anclaje de los 
mRNAs al poro nuclear, lo que genera un estrés de torsión en 
la cromatina. En este sentido, los eucariotas han desarrollado 
una respuesta que solventa la tensión topológica, permitiendo 




















Durante el desarrollo de esta tesis doctoral hemos 
profundizado en el estudio de la regulación de la expresión 
génica a través de la coordinación entre los mecanismos de 
transcripción y exportación de las moléculas de RNA 
mensajero. La RNA Pol II se encarga de transcribir el DNA en 
mRNA, que posteriormente será traducido a proteína en el 
citoplasma. Durante este proceso diversas maquinarias 
moleculares actúan a lo largo del espacio y el tiempo, 
acoplándose y coordinándose para regular cada etapa de la 
expresión génica. Esta acción combinada asegura el éxito de 
cada etapa, ya que de lo contrario, existen sistemas que 
actúan como puntos de control de la transcripción y la 
formación de la mRNP que activan las maquinarias de 
degradación y retención de los transcritos malformados. 
 
El objetivo fundamental de esta tesis ha sido identificar 
factores relacionados con la proteína Sus1, y para ello se 
establecieron dos objetivos principales: 
 
1. Estudiar la relación física y funcional de Sus1 con 
distintos factores involucrados en la biogénesis del 
mRNA 
 
2. Estudiar el papel de Sem1 en el contexto de la 





















En el desarrollo de esta tesis se han utilizado los 
siguientes anticuerpos a las concentraciones de trabajo 
indicadas para el análisis por Western blot (WB), 
inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) o 
inmunoprecipitación de proteínas (IP). Para la detección de la 
inmunotinción se ha utilizado el revelador ECL Advance o ECL 









   
Ratón Anti-MYC 1:2.000 (WB) Santa Cruz 9E10 
 2 µg (ChIP/IP) Santa Cruz 9E10X 
 
Conejo Anti-TAP 1:5.000 Thermo Scientific 
 
Conejo Anti-SEM1 1:10.000 Kobayashi 
 
Conejo Anti-H3 1:1.000 Abcam 1791 
   
Ratón Anti-Flag 1:2.000 Sigma M2 F3165 
 
Rata Anti-HA 1:1.000 (WB) 




Ratón Anti-PK 1:2000 ABD Serotec 
   
Conejo Anti-Mex67 1:4000 Dra. Dargemont 
 
Conejo Anti-Yra1 1:75000 Dr. Hurt 
 




   
Conejo Anti-Gcn5 1:500 Dr. Hinnebusch 
   
Conejo Anti-Taf12 1:2000 Dr. Hinnebusch 
   
Conejo Anti-Sus1 1:500 Dra. Rodríguez-Navarro 
   






















A lo largo de este trabajo se han utilizado los siguientes 
kits comerciales: Wizard™ Plus SV Minipreps DNA Purification 
System™ (Promega), Wizard™ SV Gel and PCR Clean-Up 
System™ (Promega), kit de inmunotinción Amersham Western 
Blotting Detection Kit™ (ECL normal, ECL Advance y ECL 
Prime, GE Healthcare), Coomassie coloidal Novex Colloidal 
Blue Staining Kit™ (Invitrogen), geles de gradiente NUPAGE 
4-12% Bis-Tris Gel™, Maxima SYBR Green qPCR Master Mix 
(2X) (Invitrogen). Estos kits comerciales se han utilizado 








A continuación se indican los oligonucleótidos más 
relevantes utilizados en este trabajo, adquiridos en Sigma-
Aldrich. Los oligonucleótidos utilizados para la RT-PCR en 
tiempo real se diseñaron según las recomendaciones dadas 
por LightCycler™ 480 Real-Time PCR System (Tm próxima a 




Nombre Secuencia 5’  3’ Objetivo 
























   
Up-SCR1-RT AACCGTCTTTCCTCCGTCGTAA PCR 
cuantitativa 
 
















IntV-UP TGTTCCTTTAAGAGGTGATGGTGA PCR 
cuantitativa 
 






En la siguiente tabla se detallan los plásmidos que se 
han empleado como moldes para la obtención de los módulos 
de deleción o etiquetaje (Gietz & Sugino, 1988; Sikorski & 
Hieter, 1989; Chavez & Aguilera, 1997; Longtine et al., 1998; 
Snay-Hodge et al., 1998; Puig et al., 2001). También se 





Plásmido Descripción Origen 
pFA6a-
KanMX4 
Integración del marcador 






pFA6a-HIS3 Integración del marcador 

















Integración de la etiqueta 






Integración de la etiqueta 






Integración de la etiqueta HA 




pBS1761 Integración de la etiqueta 
TAP con el marcador TRP1 
Puig et al., 
2001 
 
pBS1539 Integración de la etiqueta 
TAP con el marcador URA3 
Puig et al., 
2001 
 
pBTM116 Plásmido de 2µ con el 
marcador TRP1 y el dominio 
de unión LexA 
Dr. Sternglanz 
   
pBTM116-
Sus1 
Plásmido de 2µ con el 
marcador TRP1 y el dominio 
de unión LexA::SUS1 
Pascual-García 
et al., 2008 
pUC19-
3xPK-HIS3 
Integración de 3 copias del 

















Todas las cepas de levadura utilizadas en este trabajo 
se encuentran detalladas en la siguiente tabla. 
 
Saccharomyces cerevisiae 
Nombre Genotipo Origen 
BY4741 Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0 
EUROSCARF 
   
SUS1-TAP Mat α, ade2, his3, leu2, trp1, 
ura3, SUS1-TAP::TRP1 
Rodríguez-
Navarro et al., 
2004 
 
ASF1-TAP Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-TAP::URA3,  
sgf73::KanMX4 
Pascual-García 





Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






UBP8-TAP Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








ADA2-TAP Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






SUS1-MYC Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-MYC::HIS3 
Pascual-García 




Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-MYC::HIS3, 
thp1::KanMX4 
Pascual-García 




Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-MYC::HIS3, 
sac3::KanMX4 
Pascual-García 





Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-MYC::HIS3,  
gcn4::KanMX4 
Pascual-García 
et al., 2008 
 
 
UBP8-MYC Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






ADA2-MYC Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-













TAF9-MYC Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






GCN5-MYC Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






SPT8-MYC Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






SUS1-GFP Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-GFP::HIS3 
Rodriguez-





Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-










Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-
Δ0, ura3-Δ0, SUS1-TAP::URA3, 
SAC3-MYC::HIS3 
Cuenca-Bono 






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-










Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-









Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








MLP2-HA Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-









UPF2-PK Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




YKU80-PK Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-





Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-









Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-



























sus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




asf1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




sem1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




sem1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-







thp1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




sgf73Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




gcn5Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




mlp2Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




hst3Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




swd1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




sap30Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




esc2Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




rsc2Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-




mex67-5 Mat a, ade2, his3, leu2, trp1, ura3, 
mex67:HIS3 (pUN100–LEU2–
mex67-5) 




sus1Δsem1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






sgf73Δsem1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






gcn5Δsem1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-








asf1Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






mlp2Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






hst3Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






swd1Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






sap30Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






esc2Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






rsc2Δsus1Δ Mat a, leu2-Δ0, his3-Δ1, met15-






JB Mat a, trp1-Δ9, ura3-Δ0, ade2, 




rsc2Δ JB Mat a, trp1-Δ9, ura3-Δ0, ade2, 






esc2Δ JB Mat a, trp1-Δ9, ura3-Δ0, ade2, 















rsc2Δsus1Δ JB Mat a, trp1-Δ9, ura3-Δ0, ade2, 








Mat a, trp1-Δ9, ura3-Δ0, ade2, 








Mat a, trp1-Δ9, ura3-Δ0, ade2, 






CTY10-5d Mat a, ade2- Δ01, his3-Δ1, leu2-







Mat a, ade2- Δ01, his3-Δ1, leu2-








htb-K123R Mat a, hta1-htb1::LEU2, hta2-
htb2, ura3-Δ0, trp1-Δ1, leu2-Δ0, 
his3-Δ1, ade2- Δ01, can1–100, 
GAPDH-HA-UBI4::URA3 
<pZS146 HTA1-Flag-htb1-
K123R, CEN, HIS3> 









Mat a, hta1-htb1::LEU2, hta2-
htb2, ura3-Δ0, trp1-Δ1, leu2-Δ0, 
his3-Δ1, ade2- Δ01, can1–100, 
GAPDH-HA-UBI4::URA3 
<pZS146 HTA1-Flag-htb1-














htb2, ura3-Δ0, trp1-Δ1, leu2-Δ0, 










HTB1 sem1Δ Mat a, hta1-htb1::LEU2, hta2-
htb2, ura3-Δ0, trp1-Δ1, leu2-Δ0, 




















Medios de cultivo y ensayos de crecimiento 
 
Para los cultivos de células de levadura sin auxotrofías 
se utilizó medio rico YP + Glucosa (extracto de levadura al 1% 
(p/v), bactopeptona al 2% (p/v) y glucosa al 2% (p/v)); YP + 
Galactosa (en el que se proporciona galactosa al 2% (p/v) 
como fuente de carbono); YP + Rafinosa (en el que se 
proporciona rafinosa al 2% (p/v) como fuente de carbono); 
medio sintético completo o SC + todo que contiene base 
nitrogenada para levadura, (NH4)2SO4 al 0.5% (p/v) y Drop Out 
Mix al 0.2% (p/v). El Drop Out Mix contiene una mezcla de 
todos los aminoácidos proteicos al 0.2%. Las cepas auxótrofas 
transformadas con plásmidos o con módulos de integración 
fueron cultivadas en medio sintético mínimo o SC sin el 
aminoácido marcador de la auxotrofía. Las cepas que 
contienen plásmidos o módulos de integración asociados al 
gen de resistencia a geneticina (módulos de integración 
KanMX4) fueron seleccionadas suplementando los medios de 
cultivo con geneticina a 20 mg/mL.  
El crecimiento se realizó en agitación constante a 160 
rpm a una temperatura de 30°C. Para la elaboración de los 
soportes sólidos de crecimiento se agregó agar al 2% (p/v) al 
respectivo medio y las placas se incubaron a 30°C. 
Para los ensayos de crecimiento en placa, los cultivos 
celulares de levadura se crecieron hasta una OD600 de 0.5 




1:100; 1:1000) y se replicaron con ayuda de un peine de 
replicación sobre las distintas placas. Éstas se incubaron a la 
temperatura requerida para el estudio durante 24-72 horas en 
placas YP + Glucosa o YP + Galactosa.  
 
Métodos de manipulación de microorganismos 
 
Transformación de levadura 
 
Las cepas de levadura fueron transformadas siguiendo 
el protocolo basado en la incubación con Acetato de Litio 
(Gietz et al., 1995). A partir de cultivos celulares crecidos en 
YP + Glucosa durante toda una noche se hicieron diluciones 
de una OD600 de 0.2-0.3  unidades. Después de 3 
generaciones se recogieron las células centrifugándolas 3 
minutos a 1.800 rpm. Se lavaron con agua desionizada estéril 
y posteriormente con LiAc 0.1 M. Seguidamente, las células se 
resuspendieron en 0.5 mL de LiAc 0.1 M y se incubaron 
durante 15 minutos a 30°C. Transcurrido este tiempo, se 
añade a las células 5 μL de DNA de esperma de salmón 
desnaturalizado y disuelto en TE (1 M Tris-HCl pH 8.0, 0.5 M 
EDTA pH 8.0) a una concentración de 2 mg/mL y entre 1-5 μg 
del módulo de integración o deleción obtenido por PCR o entre 
0.1-1 μg si se trata de DNA plasmídico. A la mezcla se le 
añadió 240 μL de una solución de polietilenglicol al 50% (p/v), 
30 μL de agua desionizada estéril y 30 μL de LiAc 1 M. El tubo 




incubó a 30°C durante 30 minutos y seguidamente se le aplicó 
un choque térmico a 42°C en un termobloque durante 15 
minutos. Finalmente, las células se recogieron por 
centrifugación, eliminándose el sobrenadante por aspiración, y 
se resuspendieron en 200 μL de agua desionizada estéril para 
ser sembradas en placa. En el caso de las transformaciones 
con plásmidos o módulos de integración que complementan 
auxotrofías de la cepa, las células se sembraron en medio 
mínimo selectivo. En las transformaciones en las que la 
selección se basa en la resistencia al antibiótico geneticina, las 
células se recuperaron en medio líquido de YP + Glucosa 
durante 2-5 horas en agitación a 30°C, lo que permitió a la 
células transformadas expresar la cantidad de antibiótico 
necesario para poder crecer en las placas con 0.2 mg/mL de 
geneticina. 
 
Deleción de genes y etiquetado de proteínas 
 
Tanto para la deleción de genes, como para la inserción 
de las etiquetas TAP, MYC, GFP, PK y HA se utilizó la 
estrategia de módulos de integración obtenidos por PCR 
(Baudin et al., 1993). Estos módulos contienen un gen 
marcador flanqueado de secuencias de DNA homólogas a las 
secuencias del gen diana que queremos etiquetar o 
delecionar. Después de la transformación con el módulo 




homóloga, la sustitución o etiquetado de la secuencia silvestre 
por la del gen marcador. Los genes marcadores empleados en 
este trabajo son KanMX4, que confiere a la célula resistencia 
al antibiótico geneticina, o genes que completan las 
auxotrofías que presentan los fondos genéticos de los 
microorganismos utilizados. Las amplificaciones de los 
módulos se llevaron a cabo en un volumen final de 50 μL 
donde habitualmente se emplearon, 1.0 μL de una dilución 
1:25 de DNA del plásmido molde procedente de una Mini Prep 
o 0.5 μL de DNA genómico; 0.3 μL de Taq polimerasa (1U/μL 
Roche); 5L del tampón 10X de la Taq polimerasa (100 mM 
Tris-HCl, 500 mM KCl pH 8.3 y 250 mM MgCl2); 0.5 mM de 
cada uno de los cebadores y 5 μL de una mezcla de los 4 
dNTP a 2.5 mM. En general, se utilizó el siguiente protocolo de 
amplificación: 1 ciclo de 3 minutos a 94°C; 30 ciclos 
compuestos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a la 
temperatura óptima de hibridación para cada par de 
oligonucleótidos y un tiempo de extensión variable (1 minuto 
por Kb) a 72°C; finalmente se llevó a cabo 1 ciclo extra de 
extensión de entre 5 y 10 minutos a 72°C.  
Para verificar la correcta integración de los casettes de 
disrupción se llevó a cabo una reacción de PCR de colonia. Se 
recogieron en 20 μL de SDS al 0.01% la cantidad de células 
frescas crecidas en placa que caben en el extremo de una 
punta amarilla y se hirvió la muestra durante 3 minutos a 95°C. 




donde añadimos, 0.15 µL de Taq polimerasa (Invitrogen); 1.5 
μL del tampón 10X de la Taq polimerasa (Invitrogen) que 
incluye MgCl2; 0.45 μL de cada cebador 10 mM y 1.5 μL de 
una mezcla de los 4 dNTP a 2.5 mM. En la verificación de las 
integraciones de las diferentes etiquetas, además de la 
comprobación por PCR de colonia, realizamos una 
comprobación por WB, detallada más adelante. 
 
Métodos de manipulación y análisis de ácidos 
nucleicos 
 
Aislamiento de DNA plasmídico de Escherichia coli 
 
Para la obtención de DNA plasmídico a pequeña escala 
se utilizó el sistema comercial Wizard™ Plus SV Minipreps 
DNA Purification System™ (Promega) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
Aislamiento de DNA total genómico de levadura 
 
La obtención de DNA genómico se llevó a cabo a partir 
de cultivos de 5 mL en YP + Glucosa crecidos durante toda la 
noche a 30ºC. Las células se recogieron por centrifugación a 
2.500 rpm durante 3 minutos y se lavaron dos veces con agua 
desionizada estéril. Al pellet de células se le añadió 200 μL de 
tampón de lisis (Triton X-100 al 2% (v/v), SDS al 1% (p/v), 100 




μL de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y 200 μL de perlas 
de vidrio. La mezcla se agitó durante 15 minutos en el vórtex 
modelo Genie-2 (Scientific Instruments) a 4ºC. Seguidamente, 
se añadieron 200 μL de tampón TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM 
EDTA pH 8.0) y se centrifugó durante 5 minutos a 13.200 rpm 
a 4ºC. Se recogió la fase acuosa en un nuevo tubo y se 
añadieron dos volúmenes de etanol al 96% (v/v) frío. Se dejó a 
-20ºC 20 minutos para que precipitara el DNA y éste se 
recogió a 13.200 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se eliminó el 
sobrenadante por aspiración y se lavó el DNA con etanol frío al 
70% (v/v). Finalmente, se eliminó el sobrenadante y, cuando el 
precipitado estuvo seco, se resuspendió en un volumen de 
entre 50 y 100 µL agua desionizada estéril y se guardó a -20°C 
hasta su utilización.  
 
Aislamiento de RNA total de levadura  
 
Para la extracción de RNA total de levadura se 
recogieron por centrifugación 10 mL de cultivos crecidos en 
medio YP + Glucosa durante toda la noche a 30ºC. Se lavaron 
dos veces con agua desionizada estéril fría y el pellet celular 
se congeló inmediatamente en nitrógeno líquido, 
almacenándose a -80 °C hasta su procesamiento posterior. 
Las células se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 
0.5 mL de tampón LETS (0.1 M LiCl, 10 µM EDTA, 10 µM Tris-




fenol:cloroformo (5:1 pH 4.3) y 0.3 mL de perlas de vidrio. Las 
células se rompieron por agitación en el vórtex modelo Genie-2 
(Scientific Instruments) durante seis períodos de 30 segundos 
entre los cuales las células se mantuvieron 30 segundos en 
hielo. Posteriormente, se centrifugaron las muestras durante 5 
minutos a 13.200 rpm a 4°C. El sobrenadante se extrajo con la 
mezcla de fenol:cloroformo (5:1) y se realizó una segunda 
extracción con cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). El RNA se 
precipitó con un volumen de LiCl 5 M a -80°C durante un 
mínimo de 3 horas. Se recogió por centrifugación durante 20 
minutos a 13.200 rpm a 4°C, se lavó con etanol al 70% (v/v) y 
se resuspendió en agua desionizada estéril para volver a 
precipitarlo. Para ello se añadió acetato sódico a una 
concentración final 0.3 M y dos volúmenes de EtOH al 100% 
(v/v). Se volvió a dejar al menos 2 horas a -80ºC para volver a 
centrifugar durante 20 minutos a 13.200 rpm a 4ºC. El 
precipitado se lavó con EtOH al 70%, se dejó secar y 
finalmente se resuspendió en agua desionizada estéril. La 
concentración del RNA obtenido se evaluó midiendo la 









Reacción en cadena de la polimerasa 
 
Las reacciones se realizaron en un volumen final de 50 
µL (PCR para módulo de integración) o de 15 µL (PCR de 
comprobación). Para 50 µL de reacción se emplearon: 1 μL de 
DNA molde diluido 1:25 a partir de Miniprep comercial 
(Promega), 36.3 μL de agua desionizada estéril, 0.3 µL de Taq 
polimerasa (Invitrogen), 5 μL del tampón 10X de la Taq 
polimerasa (Invitrogen) que incluye MgCl2, 1.2 μL de cada 
cebador 10 mM y 5 μL de una mezcla de los 4 dNTPs a 2.5 
mM. Para las PCRs de comprobación se empleó 1 μL de DNA 
molde a partir de colonia, 9.55 μL de agua desionizada estéril, 
0.15 µL de Taq polimerasa (Invitrogen), 1.5 μL del tampón 10X 
de la Taq polimerasa (Invitrogen) que incluye MgCl2, 0.45 μL 
de cada cebador 10 mM, 1.5 μL de una mezcla de los 4 dNTPs 
a 2.5 mM y 0.4 μL Triton al 10%. En general se utilizó el 
siguiente protocolo de amplificación: 1 ciclo de 3 minutos a 
94°C; 30 ciclos compuestos de 30 segundos a 94°C, 30 
segundos a la temperatura óptima de hibridación para cada 
par de oligonucleótidos y un tiempo de extensión variable (1 
minuto por kb) a 72°C; finalmente se llevó a cabo 1 ciclo extra 
de extensión de entre 5 y 10 minutos a 72°C.  
 
Transcripción reversa o síntesis de cDNA 
 
Se incubaron 2 µg de RNA con 1 unidad de DNasa 




ambiente durante 15 minutos. El RNA se extrajo dos veces con 
la mezcla de fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) y se realizó 
una tercera extracción con cloroformo:isoamílico (24:1). El 
RNA se precipitó durante toda la noche con dos volúmenes de 
EtOH al 96% y 1 µL de glucógeno. Se centrifugó durante 20 
minutos a 13.200 rpm a 4°C, se lavó con etanol al 70% (v/v) y 
se resuspendió en 20 µL de agua desionizada. A continuación 
se incubó el RNA digerido con 2 μL de oligos random y 2 μL de 
una mezcla de los cuatro dNTPs a una concentración de 10 
mM cada uno, a 65°C durante 5 minutos, tras lo cual se 
transfirió la mezcla al hielo. Se añadieron entonces 8 μL de 
tampón 5X First-strand (Invitrogen), 4 μL de DTT 0.1 M y 1 μL 
de inhibidor de RNasa Out (Invitrogen). En este punto la mitad 
de la mezcla se empleó como control negativo de presencia de 
DNA y el resto para la retrotranscripción, para lo que se añadió 
1 μL de transcriptasa reversa M-MLV (Invitrogen). Las 
muestras se incubaron durante 50 minutos a 37°C y finalmente 
se inactivó la enzima incubando a 70°C durante 15 minutos. 
Para la amplificación del producto de la transcripción reversa 
(cDNA) se realizó una dilución 1/20 del cDNA obtenido y se 
utilizaron 3 μL como molde de la qPCR. El volumen de 










Los análisis de expresión génica de GAL1 y ARG1 se 
llevaron a cabo mediante RT-PCR cuantitativa en el 
termociclador LightCycler™ 480. Se utilizó el kit Maxima SYBR 
Green qPCR Master Mix (2X) (Invitrogen). El diseño de 
oligonucleótidos, la mezcla de reacción y las condiciones de 
amplificación se llevaron a cabo siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Se hizo triplicado de PCR para todas las muestras y 
para el procesamiento de los datos se empleó el método ΔΔCT 
(Livak & Schmittgen, 2001), comparando los resultados del 
amplificado de la muestra con el gen de referencia SCR1. Así, 
se calculó el ΔΔCT como:  
 
ΔΔCT = (CT control positivo – CT muestra) GAL1 - (CT control 
positivo – CT muestra) SCR1 
 
La eficiencia de los oligos empleada para el 
procesamiento de los datos se comprobó en cada qPCR 
empleando el siguiente cálculo: 
 











El análisis de la longitud de los telómeros fue llevado a 
cabo por el Dr. Martin Kupiec (George S Weiss Faculty of Life 
Science, Tel Aviv University, Israel). Para ello, se extrajo el 
DNA genómico de las cepas a estudiar y se digirió durante 
toda la noche con XhoI. El DNA digerido se separó en un gel 
de agarosa durante 16-20 horas a 1.4 V/cm. El Southern blot 
se llevó a cabo utilizando membranas Hybond-N (Amersham 
Biosciences). Las membranas se hibridaron con sondas de 
DNA telomérico repetitivo y con secuencias específicas 
marcadas con α-P32. Estas sondas específicas se emplearon 
como controles internos de tamaño Las hibridaciones se 
llevaron a cabo con un tampón Na2HPO4 200 mM y SDS al 2%.  
 
Separación de ácidos nucleicos por electroforesis 
 
Electroforesis de DNA en geles de agarosa 
 
La separación de fragmentos de DNA se realizó en 
geles de agarosa de concentración variable (0.8%-2% (p/v)) 
según los tamaños de los fragmentos de DNA a separar. Los 
geles se prepararon en tampón TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 
mM EDTA pH 8.0), que también fue utilizado como tampón de 
electroforesis. Los geles se prepararon añadiendo 3 µL de 
bromuro de etidio 10 mg/mL por cada 50 mL de gel. Las 




bromofenol al 0.25% (p/v), azul de xilencianol al 0.25% (p/v), 
glicerol al 30% (v/v)) hasta una concentración final 1X y la 
electroforesis se realizó a voltaje constante (6-10 V/cm) 
durante un tiempo variable en función de la resolución 
requerida.  
 
Electroforesis de RNA en geles de agarosa en 
tampón TAE 
 
La integridad del RNA obtenido tras las extracciones se 
comprobó mediante la visualización de 2 μg de RNA total en 
un gel TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8.0) con 
agarosa al 1% (p/v). Estas electroforesis se llevaron a cabo 
durante 10-15 minutos a 10 V/cm. La concentración del RNA 
obtenido se evaluó midiendo la absorbancia a 260 nm 
mediante un espectrómetro (NanoDrop™ ND-1000). 
 
Métodos de manipulación y análisis de 
proteínas 
 
Obtención de extractos proteicos 
 
Para la obtención de extractos proteicos, los cultivos 
celulares se recogieron por centrifugación (3 minutos a 2.500 
rpm) y se lavaron con agua destilada estéril fría. Las células se 
resuspendieron en 1000 µL de agua y se añadió 100 µL de 




centrifugaron durante 1 minuto a 13.200 rpm. Se aspiró el 
sobrenadante, se resuspendió el precipitado en 50 µL de 
tampón de carga de proteínas SDS-PAGE 2X (250mM Tris-
HCl pH 6.8, 140 mM SDS, 30 mM azul de bromofenol, 27 µM 
glicerol) conteniendo DTT 0.1 mM y se incubaron las muestras 
a 95ºC durante 5 minutos. Se centrifugaron de nuevo durante 
10 minutos a 13.200 rpm y el sobrenadante, que constituye el 
extracto proteico, se transfirió a un tubo nuevo. Los extractos 
proteicos extraídos mediante TCA siguieron el siguiente 
procedimiento. Los cultivos celulares se recogieron por 
centrifugación durante 3 minutos a 2.500 rpm y se lavaron con 
agua destilada estéril fría. El pellet de células se resuspendió 
en 100 μL de agua desionizada fría, 20 μL de TCA al 100% y 
100 μL de perlas de vidrio. La mezcla se agitó en vórtex 
modelo Genie-2 (Scientific Instruments) durante 15 minutos a 
4ºC. Al lisado se le añadió 1 mL de TCA al 5% (v/v) frío y se 
centrifugó durante 20 minutos a 13.200 rpm a 4ºC. Se desechó 
el sobrenadante, junto con las perlas de vidrio y el pellet se 
resuspendió en 50 μL de tampón de carga de proteínas SDS-
PAGE 2X conteniendo un 4% de β-mercaptoetanol y se 
añadieron 20 μL de Tris-base 2 M para su neutralización. Las 
muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 13.200 rpm 
para eliminar las perlas y restos celulares. El extracto se 
incubó durante 5 minutos a 95ºC antes de ser separado por 




Para la obtención de extractos proteicos nativos, los 
cultivos celulares se recogieron mediante centrifugación 
durante 3 minutos a 2.500 rpm y se lavaron con PBS 1X en 
frío. Las células se resuspendieron en tampón nativo 
(NativePAGE Sample Buffer 1X (Invitrogen), 0.2 mM EDTA, 
NP-40 al 0.1%, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) y se lisaron en el 
vórtex aplicando 5 pulsos de 1 minuto de duración. Se 
centrifugó durante 30 minutos a 4ºC y 14.000 rpm. El 
sobrenadante se incubó con 2 mM MgCl2 y 1U/μL de muestra 
de Benzonasa (Novagen) durante 30 minutos a 16ºC. Tras la 
incubación, se centrifugó durante 30 minutos a 4ºC y 14.000 
rpm.  
 
Separación electroforética de proteínas  
 
Los extractos proteicos fueron separados en función de 
su tamaño mediante electroforesis en geles desnaturalizantes 
de poliacrilamida que se prepararon siguiendo las 
especificaciones detalladas en Sambrook y Russell (Sambrook 
& Russell, 2001). Los geles en gradiente desnaturalizante de 
poliacrilamida fueron adquiridos a Invitrogen. La electroforesis 
se desarrolló en cubetas Mini Protean II (Bio-Rad) a voltaje 
constante de 150 V durante 90 minutos. El tampón de 
electroforesis se preparó con 100 mL de tampón de 
electroforesis (30.28 g Tris-base, 144.14 g glicina y agua hasta 




En el caso de los geles en gradiente adquiridos en Invitrogen 
se utilizaron los tampones proporcionados por la casa 
comercial, MOPS y MES, según la aplicación. En el caso de 
los extractos nativos, los complejos se resolvieron en un gel de 
poliacrilamida no desnaturalizante al 5% en 0.5X de tampón 
Tris-borato, durante dos horas a un voltaje constante de 100 
voltios a 4ºC en un tampón de electroforesis Tris-borato 0.5X.  
 
Tinción con Coomassie coloidal 
 
Una vez separadas las proteínas mediante 
electroforesis, el gel se tiñó con Coomassie coloidal. El gel se 
sumergió en solución colorante durante al menos 30 minutos, y 
después se realizaron varios lavados con solución decolorante 
(metanol al 30% (v/v), ácido acético al 5% (v/v)) hasta eliminar 
el exceso del colorante.  
 
Transferencia e inmunotinción 
 
Las proteínas separadas mediante electroforesis se 
transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.45 µm 
(Hybond-ECL Amersham Biosciences) con un mini trans-blot 
cell de Biorad siguiendo el procedimiento descrito en 
Sambrook y Russell (Sambrook & Russell, 2001). El tampón 
de transferencia utilizado contiene 25 mM Tris pH 8.3, 192 mM 
glicina, SDS al 0.1% (p/v) y metanol al 20% (v/v). Las 




al 1% (p/v) en ácido acético al 1% (v/v) durante 1 minuto, 
lavando con ácido acético al 1% (v/v). El colorante se eliminó 
lavando la membrana con TBS (0.02 M Tris-HCl pH 7.6 y NaCl 
al 0.8% (p/v))-Tween-20 al 0.01% (v/v) (TBS-Tween). La 
membrana se bloqueó con TBS-Tween suplementado con 
agente bloqueante al 2% (p/v) de (ECL-Advance, GE 
Healthcare) durante 40 minutos a temperatura ambiente. El 
anticuerpo primario se diluyó en TBS-Tween con agente 
bloqueante al 2% (p/v) y la membrana se incubó en esta 
disolución durante una hora a 4ºC. La membrana se lavó tres 
veces durante 15 minutos con TBS-Tween. El anticuerpo 
secundario se preparó también en TBS-Tween con agente 
bloqueante al 2% (p/v) y se incubó la membrana con él durante 
1 hora a 4ºC. Se realizaron 3 lavados adicionales de 10 
minutos con TBS-Tween y la detección quimioluminiscente se 
realizó mediante el sistema ECL Advance (GE Healthcare) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
Cromatografía por filtración en gel 
 
La separación cromatográfica por filtración en gel se 
llevó a cabo en un sistema LC System. Se utilizaron columnas 
Superdex 200 5/150 con un flujo de 200 µl/min en un tampón 
de 50 mM Tris a pH 7.2 y 150 mM NaCl. Se recogieron 
fracciones de 50 µl mediante el colector Fraction Collector 




utilizando anticuerpos α-MYC según los procedimientos 
estándares. 
 
Purificación de proteínas. La técnica TAP 
 
Esta metodología permite recuperar complejos proteicos 
nativos altamente purificados a partir de extractos totales 
(Schmitt et al., 1999). Para ello, se debe sustituir la copia 
silvestre de la región codificante de la proteína de interés por 
una versión que contiene la etiqueta de afinidad. Esta etiqueta 
está constituida por dos unidades de proteína A de 
Staphilococcus aureus, seguida de un sitio de corte para la 
proteasa TEV (Tobacco Etch Virus), y finalmente por el péptido 
de unión a calmodulina. Estos experimentos siguieron el 
protocolo descrito en los trabajos de Rigaut (Schmitt et al., 
1999) y Puig (Puig et al., 2001). Se crecieron 2 L de células 
hasta una OD600 de 2.5, equivalente a 12 gr de pellet celular 
aproximadamente, se recogieron por centrifugación y se 
congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido 
conservándose a -80ºC hasta su utilización. Las células se 
resuspendieron en tampón de lisis (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 
150 mM NaCl, glicerol al 20% (v/v), Nonidet P-40 al 0.1% (v/v), 
1 mM PMSF, 1 mM DTT y media tableta de cóctel inhibidor de 
proteasas Complete, (Roche) y se introdujeron en los 
contenedores del BeadBeater (Fritsch-Pulverisette) junto con 




se realizó mediante 3 rondas de 4 minutos a 490 rpm con una 
pausa de 1 minuto entre cada ronda. El lisado se centrifugó 
durante 1 hora a 4ºC a 14.000 rpm. El lisado resultante se 
incubó con 250 μL de suspensión de resina IgG-Sepharose 6 
Fast Flow™ (Amersham Biosciences) que tiene avidez por el 
epítopo PA, durante 1 hora a 4ºC en agitación rotatoria. La 
resina fue lavada tres veces con tampón LB (10 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 150 mM NaCl, glicerol al 20% (v/v), Nonidet P-40 al 
0.1% (v/v)).  Posteriormente, se incubaron los purificados con 
3-4 μg de la proteasa TEV durante 2.5 horas a 16ºC en 
agitación rotatoria. Esta digestión produce la liberación del 
epítopo PA de la etiqueta TAP, liberando un eluído enriquecido 
en nuestra proteína de interés. Por último, se volvió a purificar 
el eluído con una segunda cromatografía de afinidad, 
incubando el purificado con 300 μL de la resina afín a la 
calmodulina (Calmodulin Affinity Resin™, Stratagene) en 
presencia de una concentración 2 mM de CaCl2. La incubación 
de la resina con el eluído anterior se efectuó durante 1 hora a 
4ºC con agitación rotatoria. A continuación, la resina fue lavada 
con 5 mL de tampón LB suplementado con 2 mM de CaCl2 y 1 
mM DTT. La elución final se llevó a cabo incubando la resina 
con tampón de elución (5 mM EGTA, 10 mM Tris-HCl pH 8.0 y 
50 mM NaCl) en 3 rondas de 10 minutos a 37ºC. El eluído 
enriquecido en las proteínas que interaccionan con nuestra 
proteína de interés fueron precipitados con TCA a una 




generalmente por SDS-PAGE. En otras ocasiones, tras la 
precipitación con TCA se analizó el pellet total de proteínas por 
LC-MS/MS.  
 
Identificación de proteínas por espectrometría de 
masas y aproximaciones proteicas 
 
La identificación de proteínas mediante espectrometría 
de masas, así como el análisis proteómico mediante la 
tecnología iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute 
Quantification) y la aplicación de la herramienta APEX 
(Absolute Protein Expression), fue llevada a cabo por el 
personal de la sección de Espectrometría de Masas del Servei 
Central de Suport a la Investigació (SCSIE) de la Universitat de 
València que está integrado y sigue los estándares de 
Proteored España (http://www.proteored.org/ y 
http://scsie.uv.es/scsie_new/web_cod/SCSIE/MAS/es/index.ph
p). 
La herramienta APEX estima la cantidad absoluta de 
proteína calculando la proporción entre la abundancia de la 
proteína y el número de sus péptidos proteotípicos versus la 
concentración total de proteína y todos los péptidos 
proteotípicos (Braisted et al., 2008).  
La tecnología iTRAQ™ permite hacer una cuantificación 
relativa entre 4 muestras simultáneamente al etiquetar cada 
muestra con un ión de un peso molecular concreto (Aggarwal 




Inmunoprecipitación de proteínas 
 
Para la inmunoprecipitación de proteínas, se crecieron 
50 mL de células en medio YP + Glucosa hasta una OD600 de 
0.5. Se recogieron un mismo número de ODs de las diferentes 
cepas y condiciones. Después se lavaron las células y se 
resuspendieron en 250 µL de tampón de lisis  (50 mM HEPES-
KOH pH 7.5, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, glicerol al 10%, NP-
40 al 0.5%, 1 mM PMSF y media tableta de cóctel inhibidor de 
proteasas Complete (Roche)). Las células se rompieron 
aplicando 4 pulsos de 1 minuto de duración con un vórtex 
modelo Genie-2 (Scientific Instruments) a 4ºC. Previamente a 
la lisis, se conjugó el anticuerpo α-MYC con las bolas 
magnéticas, que presentan en su superficie IgGs que 
reconocen específicamente al anticuerpo α-MYC que estamos 
usando en el experimento. La conjugación se llevó a cabo 
durante al menos 3 horas a 4ºC en agitación rotatoria. Del 
extracto lisado se separó una alícuota de 20 µL (INPUT) a la 
que se añadió 20 µL de tampón de carga de proteínas al 4X, el 
resto se incubó con las bolas conjugadas con el anticuerpo 
durante 2 horas a 4ºC en agitación rotatoria. El 
inmunoprecipitado se lavó 3 veces con 1 mL del tampón de 
lisis durante 10 minutos y finalmente se resuspendió en 50 µL 






Inmunoprecipitación de cromatina y doble 
Inmunoprecipitación de cromatina 
 
Para la inmunoprecipitación de cromatina, necesaria 
para el análisis de la ocupación del gen GAL1 por nuestra 
proteína interés, se utilizaron células procedentes de cultivos 
de 120 mL en medio YP + Rafinosa crecidas a una OD600 de 
0.5. Las células se indujeron agregando al medio glucosa o 
galactosa al 2% durante 25 minutos, 90 en el caso de la doble 
inmunoprecipitación. En el caso del gen ARG1, se añadieron 
directamente 13 µL de sulfometurón metilo (SM) a una 
concentración 0.6 µg/mL en DMSO durante 25 minutos. En 
este caso se usaron las cepas etiquetadas con el epítopo MYC 
en el mutante gcn4∆ como control negativo del experimento. 
Las células se entrecruzaron in vivo con formaldehído al 1%, 
durante 20 minutos a temperatura ambiente. El 
entrecruzamiento se detuvo añadiendo glicina (125 mM) 
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células se 
lavaron 4 veces con 25 mL de TBS frío y se congelaron a -
20ºC. Las células se lisaron con 300 μL de tampón de lisis 
(HEPES-KOH 50 mM pH 7.5, NaCl 140 mM, EDTA 1 mM, 
Triton X-100 al 1% (v/v), desoxicolato sódico al 0.1% (p/v), 
PMSF 1 mM, Benzamidina 1 mM e inhibidor de proteasas 
Complete (Roche) y 300 μL de perlas de vidrio. La lisis se llevó 
a cabo durante 13 minutos a 4ºC en un vórtex modelo Genie-2 




perlas de vidrio, la cromatina se fragmentó (tamaño medio 
entre 400 y 800 pb) por sonicación (14 pulsos de 30 segundos 
a la máxima potencia con un sonicador BioRuptor Diagenode) 
y se centrifugó a 12.000 rpm durante 20 minutos. Diez 
microlitros del extracto fue utilizado como INPUT y se mantuvo 
sin purificar para su posterior procesamiento con el resto de 
muestras. La mitad del extracto (IP) se incubó a 4ºC en 
agitación rotatoria durante 2 horas con el anticuerpo 
preconjugado a las bolas magnéticas Dynabeads Pan Mouse 
IgG (Invitrogen) para la etiqueta MYC. La otra mitad de la 
muestra se incubó con bolas magnéticas sin conjugar con 
ningún anticuerpo (BACKGROUND).  La bolas magnéticas se 
lavaron 2 veces con tampón de lisis, dos veces con tampón de 
lisis suplementado con 500 mM NaCl, dos veces con tampón 
de lavado (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 250 mM LiCl, NP-40 al 
0.5% (v/v), desoxicolato sódico al 0.5% (p/v) y 1mM EDTA) y 
una vez con tampón TE (Tris-HCl y EDTA 1mM). La elución se 
realizó con tampón de elución (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM 
EDTA y 10% SDS (p/v)) calentando a 65ºC durante 10 minutos 
dos veces consecutivas. El entrecruzamiento se revirtió a 65ºC 
durante toda la noche. El eluído se digirió durante 90 minutos a 
37ºC con 0.33 mg/mL de proteinasa K. El DNA se purificó 
mediante extracción con fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1). 
En todos los casos se calculó la media y el error estándar de 





Ensayos de actividades enzimáticas 
 
Ensayo de la actividad β-galactosidasa 
 
 Se recogieron 10 mL de células transformadas con los 
plásmidos pBTMs a una OD600 0.6-0.8 crecidas en SC sin 
triptófano. Una vez lavadas, se resuspendieron en 1 mL de 
tampón Z (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 
mM MgSO4, 50 mM β-mercaptoetanol) y se midió la OD600, 
obteniéndose así el valor que D para el cálculo posterior. Las 
células se permeabilizaron con 25 µL de SDS al 0.1% (p/v) y 
con 50 µL de cloroformo agitando intensamente durante 15-20 
segundos. Las células se incubaron durante 15 minutos en un 
termobloque a 30ºC, tiempo tras el cual añadimos 200 µL de 
una solución de 4 mg/mL de ONPG preparado en tampón Z. 
La progresión de la reacción enzimática se detectó por la 
aparición de color amarillo en la muestra producida por la 
hidrólisis del ONPG. Se detuvo la reacción añadiendo 500 µL 
de Na2CO3 1M y se anotó el tiempo de reacción al que 
llamamos T. Los restos celulares se eliminaron por 
centrifugación y se determinó la OD420 del sobrenadante para 







 Las unidades de actividad β-galactosidasa se calcularon 




U: Actividad β-galactosidasa 
D: OD600 de las células ensayadas 
T: tiempo en parar la reacción (en minutos) 
 
 
Ensayo de la actividad desubicuitinasa 
 
En primer lugar se purificó la histona H2B que servirá de 
sustrato en el ensayo. Para ello, se recogió la cepa HTB1 que 
tiene delecionado el gen codificante para la histona H2B y 
contiene el plásmido pZS145 HTA1-Flag-HTB1-CEN-HIS3 y la 
construcción GAPDH-3HA-UB14::URA3. Se lavó con ácido 
tricloroacético al 20% y se rompió en el vórtex modelo Genie-2 
(Scientific Instruments) a 4ºC durante 15 minutos con perlas de 
vidrio. El lisado se centrifugó durante 10 minutos a 3.000 rpm. 
El pellet se resuspendió en 0.2 mL de tampón de carga de 
proteínas y en 50 μL de Tris 2 M, para neutralizar el pH. La 
muestra se hirvió durante 3 minutos y se centrifugó 10 minutos 
a 3.000 rpm. 50 μl  del sobrenadante se guardó como control y 
el resto se incubó con 800 μL de tampón IP (50 mM Tris pH 
7.4, 150 mM NaCl, NP-40 al 0.5%, y 0.5 mg/ml BSA) con 25 μL 











hora a 4ºC, la resina se lavó con tampón IP tres veces y se 
eluyó la histona enriquecida incubando la resina con 2 μL de 
péptido Flag a una concentración de 4 mg/ml en 40 μL de 
tampón IP durante 30 minutos a temperatura ambiente.  
El ensayo se realizó incubando 5 μL de histona 
purificada (H2B-Flag ubicuitinada y sin modificar) con 100 μL 
de eluído nativo purificado por la técnica TAP durante 30 
minutos a 30ºC. Como control negativo se incubó la histona 
junto con el tampón de elución de la TAP, o bien, junto con un 
purificado nativo procedente de la cepa Sus1-TAP sgf73Δ. La 
actividad se detectó mediante WB empleando anticuerpos anti-
HA (Sigma), lo que permitió inmunodetectar la cantidad de 
histona H2B ubicuitinada.  
 
Análisis de imagen 
 
La cuantificación de las bandas de WB, 
correspondientes a los ensayos de desubicuitinación 
realizados, y de las imágenes procedentes del microscopio de 
fluorescencia, procedentes de las hibridaciones in situ, se 
realizó usando el programa de análisis de imagen Image J 









Localización in vivo de proteínas 
 
La visualización de proteínas etiquetadas con GFP se 
llevó a cabo directamente en células vivas crecidas en el 
medio correspondiente a una OD600 de 0.3-0.5. Las células se 
lavaron con agua y se resuspendieron en un volumen final de 
100 µL de H20. Se utilizó el microscopio de fluorescencia 
DM6000B de Leica con el objetivo 63X PL APO. 
 
Hibridación in situ de RNA poliadenilado 
 
 La hibridación de los mRNA poliadenilados se realizó 
empleando cultivos de 50 mL con una OD600 entre 0.2 y 1. Las 
células se fijaron con formaldehído al 4% (v/v) y se incubaron a 
temperatura ambiente durante 60 minutos. Tras recoger las 
células por centrifugación a 2.500 rpm 3 minutos, se 
resuspendieron en 5 mL de una disolución formada por 
formaldehido al 4% (v/v) y K3PO4 0.1 M pH 6.4. Se lavaron las 
células dos veces con 10 mL de K3PO4 0.1 M pH 6.4. Se hizo 
un lavado adicional con el tampón K3PO4 0.1 M, sorbitol 1.2 M, 
y se resuspendieron las células en 1 mL de este mismo 
tampón. Las células se transfirieron a un nuevo tubo. Se 
centrifugó 1 minuto a 6.000 rpm y se volvió a resuspender en 
1000 µL de tampón de lavado. Se añadieron 10 µL de solución 




lavado), incubando 30 minutos a 30ºC con agitación. Tras una 
centrifugación de 3 minutos a 3.000 rpm y un lavado con 1 mL 
de tampón K3PO4 0.1 M, sorbitol 1.2 M, el sedimento se 
resuspendió en 30 µL de este tampón. Toda la solución se 
añadió a pocillos recubiertos de poli-L-lisina. Estos pocillos 
fueron preparados con anterioridad, añadiendo 20 µL de poli-L-
lisina 3 mg/mL en cada uno de los pocillos de la placa que se 
iban a utilizar, dejando 10 minutos a temperatura ambiente y 
eliminando entonces el exceso con una bomba de vacío. Una 
vez aplicada la muestra en los pocillos así tratados, se dejó 
secar durante 20 minutos y las células no adheridas fueron 
retiradas por aspiración. A partir de este momento las 
muestras se mantuvieron, para evitar que se secaran, en una 
cámara húmeda. Los pocillos se lavaron con 100 µL/pocillo de 
SSC 2X y las muestras se incubaron en la misma solución 
durante 10 minutos. Se retiró el SSC 2X, se añadió 25 µL de 
tampón de prehibridación (sulfato de dextrano al 10% (p/v), 
formamida desionizada al 50% (v/v), tRNA de Escherichia coli 
125 µg/mL, DNA de salmón 500 µg/mL, Denhart 1X, DTT 1mM 
y RNasina 4 unidades/mL) y se incubó al menos 1 hora a 
37ºC. Se añadió 1 pmol de la sonda y se incubó a 37ºC 
durante toda la noche. Los pocillos se lavaron introduciendo la 
placa dentro de un vaso de precipitados con 100 mL de SSC 
2X y se dejaron 5 minutos del mismo modo en SSC 1X. Se 
dejó secar la placa, se añadió 3.5 µL/pocillo de Mowiol, el cual 




dejó al menos 1 hora a temperatura ambiente para que el 
Mowiol solidificara antes de observar la preparación al 
microscopio de fluorescencia DM6000B de Leica con el 















Sus1 interacciona genéticamente con 
proteínas implicadas en diferentes 
procesos  
 
Hasta el momento se ha identificado a Sus1 como un 
componente estable de dos complejos, SAGA y TREX-2 
(Rodriguez-Navarro et al., 2004). Además, se ha descrito que 
también es capaz de establecer interacciones transitorias con 
otros factores (Rodriguez-Navarro et al., 2004; Pascual-Garcia 
et al., 2008; Cuenca-Bono et al., 2010). Con el fin de 
profundizar en el mecanismo molecular por el cual Sus1 
coordina la transcripción y la exportación de los mRNAs nos 
propusimos identificar qué otros factores interaccionan 
funcionalmente con Sus1. Puesto que la red de interacciones 
genéticas para un gen dado proporciona una información muy 
valiosa en la comprensión de su papel dentro del contexto 
celular, decidimos analizar la red completa de interacciones 
genéticas descritas para el gen SUS1, facilitada por la base de 
datos DRYGIN (Data Repository of Yeast Genetic 
Interactions). DRYGIN es una base de datos de interacciones 
genéticas de S. cerevisiae. La información que contiene se ha 
adquirido a partir de los estudios masivos realizados en el 
laboratorio del Dr. Charles Boone (Universidad de Toronto) 
(Baryshnikova et al., 2010; Costanzo et al., 2010; Koh et al., 




de las interacciones genéticas tanto positivas como negativas 
de una colección de dobles mutantes de S. cerevisiae.  
El resultado de esta búsqueda desveló una serie de 
genes cuya interacción funcional con Sus1 era ya conocida, 
entre ellos aquellos cuyas proteínas forman parte de los 
complejos SAGA y TREX-2. Además, se identificaron otros 
genes no relacionados funcionalmente con Sus1 entre los 
cuales nos interesó investigar los siguientes: ASF1, NUP60, 
SEM1 y aquellos involucrados en el metabolismo de 
telómeros: MLP2, HST3, SAP30, SWD1, ESC2 y RSC2 
(Figura 10). Estos resultados sugieren que una amplia 
variedad de genes con funciones celulares dispares en la 
célula pueden estar influyendo en el papel de Sus1 durante la 










Figura 10. Red de interacciones genéticas de Sus1. En la figura 
se muestran aquellos genes que nos interesó investigar en este 
trabajo. Los genes están representados por nodos y las 
interacciones por las líneas que los unen. El azul se muestran los 
genes relacionados con el metabolismo de telómeros. Los datos de 
las interacciones provienen de la base de datos: DRYGIN, y SGD. 
 
 
Sus1 interacciona genética y físicamente 
con la chaperona de histonas Asf1 
 
Como se vio en la introducción, Asf1 es una chaperona 
de histonas que interacciona con las histonas H3 y H4, 
jugando un papel importante durante el ensamblaje y 
desensamblaje de la cromatina durante los procesos de 
replicación,  transcripción y reparación del DNA (Emili et al., 
2001; Adkins & Tyler, 2004; Green et al., 2005; Schwabish & 
Struhl, 2006). A través de la regulación del estado de la 
cromatina Asf1 contribuye de una manera fundamental en la 




2005). Además, se ha demostrado una conexión funcional 
entre Asf1 y la RNA polimerasa II (RNA Pol II) a través de la 
proteína Bdf1 (Chimura et al., 2002). Estos datos sugieren que 
la función de Asf1 en la célula podría verse relacionada con el 
papel de Sus1 durante la transcripción del RNA mensajero.  
Con el objetivo de validar la posible interacción genética 
entre Sus1 y Asf1 sugerida a partir de los experimentos de 
análisis masivo, analizamos los defectos de crecimiento del 
doble mutante sus1∆asf1∆. El ensayo de crecimiento en medio 
YP + Glucosa, tanto a 30ºC como a 37ºC, reveló un retardo 
más acusado en el crecimiento celular del doble mutante 
respecto al que presentan los mutantes sencillos (Figura 11). 
Estos datos sugieren una relación funcional entre los genes 
ASF1 y SUS1 que podría resultar en una potencial acción 




Figura 11. Análisis del crecimiento celular del doble mutante 
sus1∆asf1∆. Se crecieron células de wt, asf1∆, sus1∆ y sus1∆asf1∆ 
hasta alcanzar una OD de 0.5. Se sembraron diluciones seriadas de 
las cepas indicadas en placas YP + Glucosa. Se incubaron durante 




Por otro lado, existen evidencias experimentales que 
apoyan una interacción funcional de Asf1 con SAGA, por 
ejemplo, se ha demostrado que Asf1 se recluta al gen regulado 
por SAGA GAL1 en condiciones de activación transcripcional 
(Schwabish & Struhl, 2006). Además, se ha descrito que Asf1 
regula la unión de SAGA tanto al promotor de HO (Takahata et 
al., 2009) como al de PHO5 (Adkins et al., 2007). Sin embargo, 
hasta el momento no se ha demostrado ninguna interacción 
física de Asf1 con componentes de SAGA. Con el objetivo de 
verificar una posible interacción física entre estos factores, 
purificamos Asf1 mediante la técnica TAP y analizamos la 





Figura 12. Purificación TAP de Asf1 en una cepa silvestre. La 
presencia de Sus1 y los niveles de la proteína cebo Asf1 se 
comprobaron en el purificado (panel superior) y en los lisados (panel 





El resultado de la purificación demuestra que Asf1 
interacciona físicamente con Sus1, si bien, no podemos 
concluir si la interacción es directa o indirecta (Figura 12). 
Estos resultados apoyan la existencia de una interacción tanto 
genética como física entre las proteínas Sus1 y Asf1, que junto 
con los antecedentes experimentales indicados, sugiere una 
posible acción coordinada durante la activación génica, donde 
Asf1 cooperaría adecuando el estado de la cromatina a las 
distintas señales de activación transcripcional, mientras que 
Sus1 favorecería la formación del PIC y la sucesiva expresión 
génica a través del coactivador SAGA. 
 
Asf1 exacerba el defecto en la exportación 
de los mRNAs que presenta sus1∆ 
 
El hecho de que SAGA y Asf1 estén funcionalmente 
relacionadas durante el proceso de la transcripción, y de que 
Asf1 mantenga una interacción física con Sus1, nos llevó a 
cuestionar el papel de Asf1 en la función de Sus1 como factor 
de exportación. Para ello analizamos el posible defecto en la 
exportación de los mRNAs de la cepa mutante asf1∆ en 
comparación con el mutante sus1∆, mediante un experimento 
de hibridación in situ. El resultado reveló que existe un defecto 
de exportación de los mRNAs en el mutante asf1, puesto que 




13). Por lo tanto, Asf1 es necesario para una exportación 




Figura 13. Análisis de la exportación de los RNAs poli(A)+ en las 
cepas wt, sus1∆ y asf1∆. Las cepas fueron crecidas en YP + 
Glucosa a 30ºC. La localización de los RNAs poli(A)+ se comprobó 
mediante hibridación in situ utilizando una sonda Oligo(dT) marcada 
con Cy3. Los núcleos fueron detectados mediante el marcaje del 
DNA con DAPI. Las imágenes mostradas son una muestra 




La asociación de Sus1 con TREX-2 depende 
de Nup60 
 
De los posibles interactores funcionales de Sus1, otra 
de las proteínas que nos interesó fue Nup60. Se trata de una 




complejo del poro nuclear (NPC) (Rout et al., 2000). Nup60 es 
necesaria para el correcto reclutamiento de mRNAs 
específicos al NPC bajo condiciones de inducción (Ahmed et 
al., 2010; Powrie et al., 2011), así como para establecer un 
punto de control donde sólo las mRNP correctamente 
procesados puedan ser exportados al citoplasma (Powrie et 
al., 2011). También se ha demostrado que influye en la 
regulación del proceso de corte y empalme de intrones en 
levadura (Galy et al., 2004). Todas estas evidencias 
experimentales indican que Nup60 contribuye directamente en 
la expresión y exportación de los mRNAs. Además, se ha visto 
que el NPC establece contacto directo tanto con subunidades 
de SAGA (Luthra et al., 2007), como con TREX-2 (Jani et al., 
2009), donde Sus1 participa formando parte estructural y 
funcional de ambos complejos. Estos datos sugieren que la 
coordinación y estabilización entre los complejos TREX-2-
SAGA-NPC es esencial para la correcta regulación génica.  
Los antecedentes bibliográficos descritos, junto con la 
posible interacción genética existente entre Nup60 y Sus1, 
sugiere un posible papel de Nup60 en la estabilización de 
Sus1 a los complejos SAGA y TREX-2 a través del NPC. Para 
verificar esta posibilidad realizamos una purificación TAP 
utilizando como cebo a Sus1. El resultado de purificar Sus1 en 
ausencia de NUP60 fue comparado con el de una cepa 
silvestre. El eluído purificado fue analizado tanto en un gel de 




estudios desvelaron un perfil de interacciones de Sus1 distinto 
en ausencia de NUP60 en comparación con la cepa silvestre. 
El análisis del gel de Coomassie muestra una diferencia 
significativa en la asociación de las subunidades de TREX-2, 
Sac3 y Thp1 a Sus1 (Figura 14A). Este resultado fue 
corroborado al analizar por espectrometría de masas el eluído 
de proteínas que copurifican con Sus1 (Figura 14B). Además, 
en ausencia de Nup60, tampoco se identificaron péptidos 
correspondientes a la subunidad de SAGA Spt8 en el eluído 
enriquecido (Figura 14B). Estos resultados sugieren que, el 
componente del poro nuclear Nup60 es necesario para el 
correcto anclaje de Sus1 a TREX-2 y SAGA, poniéndose en 









Figura 14. Análisis del perfil de interacción de Sus1 en una cepa 
silvestre y mutante nup60∆. (A) Purificación TAP de Sus1 en una 
cepa silvestre y mutante nup60∆. Las purificaciones se analizaron en 
un gel de gradiente de poliacrilamida (4-12%) y las proteínas fueron 
teñidas con Coomassie coloidal. Las subunidades de SAGA y 
TREX-2 indicadas en la figura fueron detectadas por espectroscopía 
de masas. (B) Identificación MudPIT de los péptidos obtenidos en 
las purificaciones TAP mencionadas. En la tabla se indica el número 
de pétidos encontrados para cada proteína identificada, así como el 
porcentaje de secuencia aminoacídica que estos representan 
respecto al total de la proteína. 
 
 
La localización intranuclear de Sus1 
depende de Nup60 
 
Nuestros experimentos bioquímicos han determinado 










TREX-2. Ambos complejos se encuentran localizados 
preferentemente en el núcleo, donde desarrollan su papel 
durante las distintas etapas de la transcripción. Dentro del 
núcleo cada complejo presenta una localización diferenciada. 
SAGA, como coactivador transcripcional, ejerce su función 
sobre la cromatina y se localiza preferentemente en el 
nucleoplasma, mientras que TREX-2 lo hace en la periferia 
nuclear asociado al NPC. Atendiendo a esta doble localización 
subcelular de Sus1 dependiente de ambos complejos, Sus1 
puede ser detectado tanto en el nucleoplasma como asociado 
al poro (Rodriguez-Navarro et al., 2004).  
Como hemos descrito anteriormente, la asociación de 
Sus1 a TREX-2 viene mediada por Nup60, por lo que cabe 
esperar que en su ausencia Sus1 presente una localización 
mayoritariamente nucleoplasmática. Con el fin de verificar esta 
hipótesis, estudiamos la localización in vivo por microscopía de 
fluorescencia de una cepa Sus1 etiquetada en su copia 
genómica con el epítopo GFP, tanto en una cepa silvestre 
como en el mutante nup60∆. Como habíamos anticipado, 
detectamos una deslocalización de Sus1-GFP hacia el interior 
del núcleo al comparar la cepa mutante con células Sus1-GFP 
silvestres (Figura 15). Por lo tanto, los datos de localización in 
vivo de Sus1 corroboran los resultados bioquímicos obtenidos 
y refuerzan el papel de Nup60 en la dinámica de interacción de 







Figura 15. Localización celular in vivo de Sus1-GFP mediante 
microscopía de fluorescencia en una cepa wt y mutante nup60. 
Las imágenes mostradas son una muestra representativa de todas 
las obtenidas en el microscopio de fluorescencia. 
 
 
Nup60 altera las proporciones normales de 
transcritos de Sus1 procesados y sin 
procesar 
 
En S. cerevisiae la presencia de intrones dentro de las 
regiones codificantes es un hecho raro, tan sólo un 5% de los 
genes contiene intrones, de los cuales sólo 10 han sido 
descritos como portadores de dos intrones (Juneau et al., 
2007; Zhang et al., 2007; Nagalakshmi et al., 2008; Parenteau 




de los casos estudiados, el gen SUS1 contiene dos intrones 
cuyas señales de corte y empalme no están conservadas (Bon 
et al., 2003; Rodriguez-Navarro et al., 2004; Hossain et al., 
2009; Pascual-Garcia & Rodriguez-Navarro, 2009). Esta 
estructura genómica característica de SUS1 está conservada 
evolutivamente (Cuenca-Bono et al., 2011). Estos datos 
sugieren una regulación compleja del proceso de corte y 
empalme en este gen, poniéndose de manifiesto la importancia 
biológica de los intrones de Sus1 en la regulación de su  propia 
expresión (Cuenca-Bono et al., 2011; Hossain et al., 2011). 
Una observación sorprendente de este estudio fue la 
existencia de una proteína pequeña formada por un fragmento 
de Sus1,  supuestamente traducida a partir de un transcrito 
portador del intron 1 (Cuenca-Bono et al., 2011). 
Una observación más exhaustiva del gel de Coomassie 
analizado en el apartado anterior reveló una movilidad 
electroforética atípica de Sus1 en la cepa mutante nup60Δ. 
Puesto que la estructura genómica de SUS1 es bastante 
inusual y existen precedentes de la existencia de versiones 
truncadas de Sus1 traducidas en la célula (Cuenca-Bono et al., 
2011), consideramos conveniente profundizar en este dato. 
Para visualizar el tamaño de la proteína Sus1 tras la 
purificación TAP (introducida en C-terminal), se analizó su 
presencia en los eluídos de calmodulina mediante WB 
utilizando tanto anticuerpos anti-TAP como anti-Sus1. La 




proteína Sus1-TAP idéntica en tamaño a la observada en la 
cepa silvestre, pero sorprendentemente también existen 
subespecies de Sus1 de movilidad electroforética menor 
(Figura 16). Estas especies de menor tamaño podrían provenir 





Figura 16. Purificación TAP de Sus1 en una cepa silvestre y 
mutante nup60Δ. La presencia de Sus1 y sus diferentes especies 
se comprobó en el purificado (panel superior) mediante WB 
utilizando anticuerpos α-TAP y α-Sus1. La presencia de la proteína 
cebo Sus1-TAP también se detectó en los lisados (panel inferior) 






Con el objetivo de investigar si este cambio a nivel de 
proteína se debe a un producto artefactual del experimento, o 
por el contrario puede verse reflejado a nivel de RNA 
mensajero, analizamos los mRNAs de Sus1 tanto de una cepa 
silvestre como de una deficiente en la proteína Nup60. Para 
ello, extrajimos el RNA total de la célula y llevamos a cabo una 
retrotranscripción del RNA. El RNA retrotranscrito obtenido se 
analizó realizando una PCR convencional empleando 
oligonucleótidos que hibridan coincidiendo con el inicio y final 
de la ORF de SUS1, tanto en 5’ como en 3’ (Figura 17A). 
Como se observa en la figura 17B, en ausencia de NUP60 la 
proporción de especies procesadas y sin procesar del RNA 
mensajero  de Sus1 varia respecto a la cepa silvestre. La 
especie mayoritaria de RNA retrotranscrito que aparece en la 
cepa silvestre es aquella en la que ambos intrones han sido 
eliminados (mRNA) y posee una movilidad electroforética 
mayor, por lo tanto dará lugar a una proteína completa 
formada por los tres exones de Sus1 más grande. Este 
resultado está de acuerdo con datos ya publicados (Cuenca-
Bono et al., 2011; Hossain et al., 2011). Sin embargo, la 
especie mayoritaria de RNA retrotranscrito que aparece en la 
cepa mutante corresponde al mRNA que contiene ambos 
intrones (I1&I2), movilidad electroforética menor, y que podrá 
dar lugar a proteínas truncadas más pequeñas como las 







Figura 17. Representación de la ORF de SUS1 y análisis de los 
transcritos de SUS1 mediante RT-PCR. (A) ORF de SUS1 donde 
se indica la posición de los oligonucleótidos tanto en 5’ como en 3’. 
(B) Las bandas correspondientes con las distintas especies de RNA 
retrotranscrito han sido indicadas (I1&I2: RNA retrotranscrito que 
contiene ambos intrones, I1/I2: RNA retrotranscrito que contiene el 
intron 1 o el intron 2, mRNA: RNA retrotranscrito sin intrones). 
 
 
En resumen, los datos bioquímicos y de localización 
analizados refuerzan el papel de Nup60 en la dinámica de 
interacción de Sus1 con los complejos SAGA y TREX-2, 
estabilizando el macrocomplejo SAGA-TREX-2 en el NPC. Por 
otro lado, Nup60, a través de su función de control de calidad 




regulación del proceso de corte y empalme por el que se 
controla la expresión génica de Sus1. 
 
Sus1 interacciona genética y físicamente 
con la maquinaria de regulación de 
telómeros 
 
Los telómeros son estructuras complejas y conservadas 
que se localizan en los extremos de los cromosomas de 
eucariotas. Están compuestos de DNA repetitivo y proteínas 
(Cervantes & Lundblad, 2002). Su función principal es evitar la 
inestabilidad genómica en la célula, protegiendo los extremos 
cromosómicos de la degradación (Louis & Vershinin, 2005). La 
localización intranuclear de los mismos se ha asociado a la 
heterocromatina de la periferia nuclear (Hediger & Gasser, 
2002) situada en el entorno del NPC (Therizols et al., 2006), 
donde se producen los efectos de barrera y silenciamiento. 
Distintas subunidades de SAGA han sido identificadas 
como elementos barrera que ayudan a aislar dominios 
transcripcionalmente silenciados (Oki et al., 2004). 
Concretamente, la subunidad de SAGA Ada2 se une a los 
telómeros evitando la expansión de la heterocromatina 
(Jacobson & Pillus, 2009) y el homólogo de Sus1, ENY2, en 
conjunto con Su(Hw) y Wari, actúa como elemento barrera en 
Drosophila melanogaster (Kurshakova et al., 2007; Erokhin et 




heterocromatina tiene lugar en la proximidad del NPC, donde 
el contacto entre subunidades de ambos complejos es 
necesario para establecer el efecto barrera (Fischer et al., 
2004; Luthra et al., 2007). 
La búsqueda de interacciones genéticas con SUS1 en la 
base de datos DRYGIN desveló una serie de genes 
relacionados con el metabolismo y regulación de los 
telómeros: SEM1, MLP2, HST3, SWD1, SAP30, ESC2 y RSC2 
(Tabla 1). Cabe resaltar que la proteína Nup60, mencionada 
en el apartado anterior, es también responsable de anclar al 
complejo Mlp1/Mlp2 al NPC (Feuerbach et al., 2002), formando 
parte a su vez del mecanismo de regulación de telómeros. La 
existencia de estas interacciones genéticas, junto con los 
antecedentes bibliográficos que apuntan una interacción 
funcional entre Sus1 y el mantenimiento de la cromatina 
telomérica, nos llevó a profundizar el estudio del papel de Sus1 







Tabla 1. Descripción de los genes obtenidos en la búsqueda de 
interacciones genéticas de SUS1 en la base de datos DRYGIN 
relacionados con el metabolismo y regulación de los telómeros. 
 
 
En primer lugar, quisimos verificar las interacciones 
genéticas obtenidas a partir de los análisis masivos. Para ello, 
se construyeron dobles mutantes de los factores descritos en 







Figura 18. Análisis del crecimiento celular de los factores 
descritos en la tabla 1. Se crecieron las células indicadas hasta 
alcanzar una OD de 0.5. Se sembraron diluciones seriadas de cada 
cepa en placas YP + Glucosa. Se incubaron durante 48 h a 30ºC 
(panel izquierdo) y 37ºC (panel derecho). 
 
 
Como se observa en la figura 18, existe una interacción 
genética entre SUS1 y los distintos factores relacionados con 
el metabolismo de telómeros. En el caso de SEM1, MLP2, y 
ESC2 el crecimiento de los dobles mutantes es menor que el 
crecimiento que presentan los mutantes simples. En el caso de 
HST3 y RSC2, el crecimiento del doble mutante parece 




Este resultado apoya la relación funcional que SUS1 mantiene 
con la regulación de los telómeros a través del complejo SAGA 
y su coordinación con el NPC.  
A la vista de estos resultados, decidimos estudiar una 
posible interacción física entre Sus1 y los componentes de la 
regulación de telómeros. Para ello, realizamos una purificación 
TAP utilizando como cebo Sus1. El eluído purificado se analizó 
por espectrometría de masas, donde sorprendentemente se 
detectaron péptidos únicos correspondientes a las proteínas: 
Mlp2, Rif1, Yku80 y Upf2, todas ellas relacionadas con la 
maquinaria de regulación telomérica. Mlp2 participa a través 
de Nup60 en el anclaje de telómeros al poro; Rif1 participa 
junto con Rif2 en la regulación transcripcional de TERRA a 
través del complejo Sir2/3/4 o de la exonucleasa Rat1 (Iglesias 
et al., 2011); Yku80 junto a Yku70 forman un complejo que 
evita la recombinación entre telómeros, esencial para la 
estabilidad del genoma (Marvin et al., 2009) y el 
mantenimiento de la longitud de los telómeros (Boulton & 
Jackson, 1996; Porter et al., 1996; Gravel et al., 1998; 
Polotnianka et al., 1998) y Upf2 forma parte de la maquinaria 
de degradación de mRNAs defectuosos (NMD) (Baker & 
Parker, 2004; Isken & Maquat, 2007), cuya inactivación resulta 
en una aumento de los transcritos de TERRA (Feuerhahn et 
al., 2010).  
Con el objetivo de confirmar la asociación de Sus1 a 




copias genómicas de Mlp2 y Rif1 fueron etiquetadas con el 
epítopo HA. El análisis mediante WB corroboró las 
identificaciones obtenidas por espectrometría de masas. 
Luego, existe una interacción física entre Sus1 y las proteínas 





Figura 19. Purificación TAP de Sus1 en cepas que expresan 
Mlp2-HA y Rif1-HA. La presencia de Mlp2 y Rif1 y los niveles de la 
proteína cebo Sus1 se comprobaron en el purificado (panel superior) 
y en los lisados (panel inferior) mediante WB utilizando anticuerpos 
α-HA y α-TAP respectivamente. 
 
 
Con el fin de confirmar esta interacción y excluir que la 
asociación observada es inespecífica, realizamos una 
purificación TAP a partir de una cepa Mlp2-HA que ejercería 




análisis por WB de esta cepa, junto con la cepa de interés 
Sus1-TAP Mlp2-HA, desveló la presencia de la proteína Mlp2-
HA tanto en el purificado de la cepa de interés como en el 
control negativo, lo que sugiere que el epítopo HA se 
inmunoprecipita inespecíficamente durante el experimento y no 
es válido para verificar interacciones en nuestras condiciones 




Figura 20. Purificación TAP de Sus1 en cepas que expresan 
Mlp2-HA. Sus1 se purificó en la cepa Sus1-TAP Mlp2-HA, en 
paralelo se purificó la cepa Mlp2-HA desprovista del epítopo TAP 
como control negativo del experimento. La presencia de Mlp2 y los 
niveles de la proteína cebo Sus1 se comprobaron en el purificado 
(panel superior) y en los lisados (panel inferior) mediante WB 
utilizando anticuerpos α-HA y α-TAP respectivamente. 
 
 
A fin de esclarecer la interacción de estas proteínas con 




construimos las cepas Sus1-TAP Mlp2-MYC y Sus1-TAP Rif1-
MYC e inmunoprecipitamos el epítopo MYC. El análisis de la 
presencia de Sus1 en el purificado, mediante WB, aclaró la 
interacción entre estas proteínas. Tal como se había 
anticipado mediante el resultado de espectrometría de masas, 
existe una asociación física entre Sus1 y los factores Rif1 y 




Figura 21. Inmunoprecipitación α-MYC de Mlp2 y Rif1 en cepas 
que expresan Sus1-TAP. La presencia de Sus1 y los niveles de las 
proteínas cebo Mlp2-MYC y Rif1-MYC se comprobaron en el 
inmunoprecipitado (panel superior) y en los lisados (panel inferior) 




 Con el propósito de confirmar la interacción entre Sus1 




Upf2, construimos las cepas Sus1-TAP donde las copias 
genómicas de Yku80 y Upf2 fueron etiquetadas con el epítopo 
PK. Por otro lado, construimos las correspondientes cepas 
desprovistas del epítopo específico TAP que actuarían como 
control negativo. El análisis mediante WB, corroboró la 
interacción física entre Sus1 y estas proteínas. Por lo tanto, 
existe una asociación física entre Sus1 y los factores Yku80 y 




Figura 22. Purificación TAP de Sus1 en cepas que expresan 
Yku80-PK y Upf2-PK. En paralelo se purificaron las cepas Yku80-
PK y Upf2-PK desprovistas del epítopo TAP como control negativo 
del experimento. La presencia de Yku80 y Upf2 y los niveles de la 
proteína cebo Sus1 se comprobaron en el purificado (panel superior) 
y en los lisados (panel inferior) mediante WB utilizando anticuerpos 





Sus1 es necesario para el mantenimiento 
óptimo de la longitud de los telómeros 
 
A diferencia de lo que se pensaba, la heterocromatina 
telomérica no es transcripcionalmente inactiva, sino que es 
transcrita a RNA no codificante denominado TERRA (Luke et 
al., 2008). Los transcritos de TERRA se localizan en las 
inmediaciones de los telómeros donde hay evidencias 
experimentales que apoyan su papel como regulador 
epigenético de la cromatina telomérica y como inhibidor de la 
telomerasa, participando en la regulación de la longitud de los 
telómeros (Luke & Lingner, 2009). Al igual que los mRNAs, la 
síntesis de TERRA está mediada por la RNA Pol II, cuya unión 
a los telómeros también ha sido descrita (Luke et al., 2008). El 
hecho de que la transcripción de TERRA la lleve a cabo la 
RNA Pol II, al igual que en los mRNAs, abre la posibilidad de 
que la maquinaria transcripcional que regula los RNAs 
codificantes esté implicada en la regulación de TERRA, y por 
consiguiente en la longitud de los telómeros. Por otro lado, la 
identificación de la interacción física entre Sus1 y las proteínas 
Mlp2, Rif1, Yku80 y Upf2 que forman parte directa de la 
maquinaria de regulación de los telómeros y de los niveles 
transcripcionales de TERRA; junto con los estudios que 
revelan una relación funcional entre SAGA y el silenciamiento 
de telómeros nos llevó a estudiar el papel de Sus1 en la 




Para el desarrollo de este estudio se estableció una 
colaboración con el grupo de investigación del  Dr. Martin-
Kupiec (George S Weiss Faculty of Life Science, Tel Aviv 
University, Israel) que nos permitió llevar a cabo el análisis de 
la longitud de los telómeros en células de levadura en 
condiciones de senescencia.  
El análisis mediante la técnica Southern blot de una 
cepa silvestre junto con otra mutada en el gen SUS1 en tres 
fondos genéticos distintos, desveló un aumento más acusado 
en la longitud de los telómeros en la cepa mutante del fondo 




Figura 23. Análisis de la longitud de los telómeros mediante 
Southern blot. Se crecieron cepas wt y mutantes sus1Δ en tres 




digirió con XhoI. El resultado se analizó mediante Southern blot. La 
membrana se hibridó con DNA telomérico repetitivo marcado con α-
P32 y con secuencias específicas que sirven de marcador. La línea 




Con tal de profundizar en el estudio, analizamos en este 
mismo fondo genético (JB) algunos mutantes de los genes 
descritos en el apartado de interacciones genéticas como 
RSC2, SEM1 y ESC2, para los cuales se ha demostrado que 
poseen defectos en la longitud de telómeros (Askree et al., 
2004; Gatbonton et al., 2006). Además, construimos dobles 
mutantes que combinaban estas mutaciones con la deleción 
de SUS1. Como se puede observar, los mutantes sencillos 
RSC2, SEM1 y ESC2 presentan un fenotipo de telómeros 
acortados, mientras que la deleción de SUS1 provoca el 
alargamiento de telómeros. Al analizar los dobles mutantes 
podemos ver como el fenotipo de SUS1 prevalece, siendo su 







Figura 24. Análisis de la longitud de los telómeros mediante 
Southern blot. Se crecieron cepas wt y mutantes sus1Δ,  sem1Δ, 
esc2Δ, rsc2Δ, sus1Δsem1Δ, sus1Δesc2Δ y sus1Δrsc2Δ. Se extrajo 
el DNA en cada caso y se digirió con XhoI. El resultado se analizó 
mediante Southern blot. La membrana se hibridó con DNA 
telomérico repetitivo marcado con α-P32 y con secuencias 
específicas que sirven de marcador. La línea horizontal representa la 
media de la longitud de los telómeros en una cepa silvestre. 
 
 
Estos datos sugieren que Sus1 podría estar implicado 
en el proceso del metabolismo de telómeros, posiblemente en 
una posición aguas arriba dentro del mecanismo molecular 





La subunidad Sem1 interacciona 
físicamente con Sus1  
 
Como se ha mencionado anteriormente, Sus1 coordina 
la transcripción y la exportación de los mRNAs. Es por ello que 
la búsqueda de nuevos factores capaces de interaccionar 
funcionalmente con Sus1 es de gran interés, puesto que 
permiten profundizar en el mecanismo molecular por el cual se 
produce dicha coordinación entre procesos. Con el objetivo de 
identificar posibles interactores físicos de Sus1, purificamos 
esta proteína mediante la técnica TAP y analizamos el eluído 
enriquecido utilizando la tecnología multidimensional de 
identificación de proteínas (MudPIT). Esta técnica nos permite 
identificar por completo la mezcla polipeptídica obtenida en la 
purificación TAP. Sorprendentemente, además de identificar 
proteínas predichas como las histonas, componentes de SAGA 
y TREX-2 (datos no mostrados), también se encontraron 
péptidos correspondientes a la proteína Sem1 (Figura 25). 
Sem1 es una proteína pequeña que forma parte estructural de 
distintos complejos funcionalmente distanciados como el 
proteasoma (Funakoshi et al., 2004; Sone et al., 2004), 
responsable de la degradación proteolítica celular, y el 
signalosoma (Wilmes et al., 2008; Pick et al., 2009), regulador 
de numerosas rutas de señalización celular. Se cree que en 
todos ellos podría actuar como un elemento estabilizador, 







Figura 25. Identificación de la proteína Sem1 mediante 
espectrometría de masas. El eluído obtenido mediante la 
purificación TAP de Sus1 se analizó mediante espectrometría de 
masas (MudPIT). Los datos obtenidos se validaron con la 
información almacenada en las bases de datos de secuencias 
conocidas mediante el motor de búsqueda MASCOT. La figura 
muestra la secuencia aminoacídica de la proteína Sem1. Los 
péptidos identificados en el análisis se han resaltado en rojo. 
 
 
Con el fin de verificar si Sem1 interacciona físicamente 
con Sus1 purificamos Sus1 mediante la técnica TAP y 
examinamos la presencia de Sem1 en el purificado. El análisis 
mediante WB, empleando anticuerpos contra Sem1, desveló la 




espectrometría de masas, donde se identificaron péptidos 




Figura 26. Purificación TAP de Sus1 en una cepa wt y mutante 
sem1Δ. La presencia de Sem1 y los niveles de la proteína cebo 
Sus1 se comprobaron en el purificado (panel superior) y en los 
lisados (panel inferior) mediante WB utilizando anticuerpos α-Sem1 y 
α-TAP respectivamente. El análisis del purificado mediante MudPIT 
detectó dos péptidos correspondientes con la proteína Sem1, los 
cuales representan un 40% de su secuencia aminoacídica. 
 
 
La interacción física entre Sem1 y Sus1 sugiere una 
posible relación funcional entre ellas. De hecho, la 
identificación de la red de interacciones genéticas de SUS1 en 
la base de datos DRYGIN desveló la asociación entre los 
genes SEM1 y SUS1 (Figura 10). Por otro lado, existen 




interacción genética entre los complejos SAGA, TREX-2 y 
Sem1 (Ingvarsdottir et al., 2005; Keogh et al., 2005; Wilmes et 
al., 2008). Estos datos sugieren que Sem1 puede estar 
relacionado funcionalmente con Sus1.  
 
La subunidad de TREX-2, Sem1, es 
necesaria para la interacción entre sus 
componentes y para la estabilidad del 
complejo 
 
Durante el transcurso de este trabajo, Sem1 ha sido 
identificada como parte estructural de TREX-2 (Wilmes et al., 
2008; Faza et al., 2009). Además, la estructura cristalizada de 
un fragmento de TREX-2, formado por Sem1, Sac3 y Thp1, ha 
sido resuelta recientemente (Ellisdon et al., 2012; Ellisdon & 
Stewart, 2012). A pesar de que la interacción de Sem1 con los 
componentes de TREX-2, Sac3 y Thp1, ha sido descrita en 
diferentes trabajos (Wilmes et al., 2008; Faza et al., 2009; 
Ellisdon et al., 2012), su relación con Sus1 no ha sido 
investigada. Con el objetivo de estudiar la influencia de las 
subunidades Sac3 y Thp1 sobre la interacción Sus1-Sem1, se 
inmunoprecipitó la proteína Sus1 en cepas donde Thp1 y Sac3 
fueron delecionadas y se investigó la presencia de Sem1 
mediante WB. En este experimento podemos ver como los 
factores de TREX-2, Sac3 y Thp1 son necesarios para la 







Figura 27. Inmunoprecipitación α-MYC de Sus1 en una cepa wt y 
en los mutantes sac3Δ y thp1Δ. La presencia de Sem1 y los 
niveles de la proteína cebo Sus1-MYC se comprobaron en el 
inmunoprecipitado (panel superior) y en los lisados (panel inferior) 




Estos resultados sugieren que la interacción entre Sus1 
y Sem1 es indirecta y está mediada por el resto de los 
componentes de TREX-2. Estos datos concuerdan con los 
obtenidos en el análisis estructural de TREX-2, donde se ha 
descrito que Sem1 y Sus1 interaccionan estructuralmente con 
diferentes regiones del complejo TREX-2 (Ellisdon et al., 2012; 
Ellisdon & Stewart, 2012). Cada vez más datos apoyan el 
modelo de TREX-2 como un andamio molecular en el contexto 
del NPC, facilitando la interacción con otras maquinarias de la 
expresión génica. En esta línea, aunque la interpretación de 
los datos de la estructura cristalina predice que Sem1 no 




la relevancia de Sem1 en esta asociación. Para ello, 
purificamos la proteína Sus1 en cepas donde las subunidades 
Sac3 y Thp1 fueron marcadas con el epítopo MYC tanto en 
cepas silvestres como mutadas en el gen SEM1. Como 
podemos observar tras el análisis por WB anti-MYC, la unión 
de Sus1 tanto a Sac3, como a Thp1, se ve significativamente 





Figura 28. Purificaciones TAP de Sus1. (A) Purificación TAP de 
Sus1 en una cepa que expresa Sac3-MYC en presencia y ausencia 
de Sem1. La presencia de Sac3 y Sus1 en el purificado se analizó 
mediante WB utilizando anticuerpos α-MYC y α-TAP 
respectivamente (panel superior). La comprobación de los niveles de 
cada proteína en el lisado se realizó empleando los anticuerpos 
mencionados (panel inferior). (B) Purificación TAP de Sus1 en una 
cepa que expresa Thp1-MYC en presencia y ausencia de Sem1. La 
presencia de Thp1 y Sus1 se analizó mediante WB utilizando 
anticuerpos α-MYC y α-TAP respectivamente (panel superior). La 











Estos experimentos demuestran que Sem1 es necesario 
para la correcta asociación de Sus1 con TREX-2, ejerciendo 
una acción estabilizadora sobre todo el complejo. 
 
Con el propósito de estudiar con mayor detalle el papel 
que desempeña Sem1 en la estabilidad de la estructura de 
TREX-2, separamos mediante cromatografía por filtración en 
gel los extractos proteicos nativos de las cepas Sus1-MYC y 
Sus1-MYC sem1Δ. La cromatografía por filtración en gel 
permite la separación de proteínas, y complejos, en base a su 
peso molecular. La presencia de Sus1 en las distintas 
fracciones cromatográficas se detectó mediante WB, 
empleando para ello anticuerpos α-MYC. Como podemos 
observar en el WB hay una disminución en la asociación de 
Sus1 en aquellas fracciones correspondientes a los pesos 
moleculares elevados que coinciden con los estimados para 
TREX-2 (1000-450 KDa) en la cepa sem1Δ respecto a la 
silvestre. También se observa un incremento en la asociación 









Figura 29. Cromatrografía por filtración en gel de las cepas 
Sus1-MYC y Sus1-MYC sem1Δ. Se realizaron extractos proteicos 
nativos de ambas cepas y se separaron mediante cromatografía por 
filtración en gel (Superdex 200 5/150, Ettan LC System). Las 
fracciones correspondientes al tamaño molecular de TREX-2 se 
analizaron mediante WB empleando anticuerpos α-MYC. 
 
 
Con el fin de profundizar en el papel de Sem1 en la 
estabilidad de la estructura nativa de TREX-2, decidimos 
separar por electroforesis no desnaturalizante los extractos 
nativos de una cepa silvestre Sus1-MYC y sus 
correspondientes mutantes sem1Δ, sac3Δ y thp1Δ. Durante la 
electroforesis no desnaturalizante las proteínas mantienen su 
estructura tridimensional, conservándose la estructura nativa 
del complejo al que pertenecen. Las proteínas o complejos 
analizados en condiciones nativas se resuelven no sólo en 
función de su carga eléctrica, sino también según su tamaño y 
forma. La electroforesis nativa es aplicable para la detección 
de subunidades de un complejo mediante WB o mediante una 
segunda dimensión desnaturalizante, así como para 




También es utilizada para la realización de ensayos de 
actividad enzimática en el mismo gel (zimogramas). La 
presencia de Sus1 en los distintos complejos nativos se 
detectó mediante WB, empleando para ello anticuerpos anti-
MYC. El gel no desnaturalizante muestra un cambio en la 
movilidad electroforética equivalente en ausencia de los tres 
componentes de TREX-2, Sem1, Thp1 y Sac3 en aquellos 




Figura 30. Electroforesis no desnaturalizante de extractos 
nativos de las cepas Sus1-MYC y Sus1-MYC sem1Δ. Los 
extractos nativos se separaron en un gel Tris-Borato al 16%. La 
detección de los distintos complejos constituidos por Sus1 se realizó 
mediante WB empleando anticuerpos α-MYC. 
 
 
 En resumen, nuestros datos bioquímicos indican que 




TREX-2 en condiciones nativas, lo que apoya el modelo en el 
que Sem1 ejerce una acción estabilizadora sobre el complejo 
quizá manteniendo también la conformación nativa de éste. 
 
La localización intranuclear de Sus1 no 
depende de Sem1 
 
A raíz de los datos bioquímicos presentados hasta 
ahora, sabemos que Sem1 es necesario para la correcta 
asociación de Sus1 con el complejo TREX-2. Sus1 se localiza 
tanto en el nucleoplasma como en la periferia nuclear 
(Rodriguez-Navarro et al., 2004). Cuando Sus1 pierde su 
asociación a SAGA (mutante ubp8∆) se localiza principalmente 
en el NPC (Kohler et al., 2006) y cuando la pierde con TREX-2 
(mutante sac3∆) se enriquece su fracción nucleoplasmática 
(Rodriguez-Navarro et al., 2004), por lo que cabe esperar que 
la distribución celular de Sus1 en sem1Δ (donde la interacción 
Sus1-Sac3 se ve afectada) fuera semejante a la localización 
nucleoplasmática mostrada en sac3Δ. Para aclarar esta 
cuestión, estudiamos la localización in vivo por microscopía de 
fluorescencia de una cepa Sus1 etiquetada en su copia 
genómica con el epítopo GFP en el mutante sem1. No 
detectamos un enriquecimiento de Sus1-GFP en el 
nucleoplasma cuando lo comparamos con células Sus1-GFP 
silvestres (Figura 31). Estos datos sugieren que Sem1 no 




la fracción de Sus1 que ve afectada su localización es 




Figura 31. Localización celular in vivo de Sus1-GFP mediante 
microscopía de fluorescencia en una cepa wt y en el mutante 
sem1. Las imágenes mostradas son una muestra representativa de 
todas las obtenidas en el microscopio de fluorescencia. 
 
 
Los factores Sem1 y Sus1 están 
relacionados funcionalmente 
 
Como hemos visto en el apartado anterior, Sem1 
estabiliza la unión de Sus1 con TREX-2 y además está 
relacionado genéticamente con Sus1 (Figura 18). Con el fin de 
estudiar el posible papel de Sem1 en el proceso de 




hibridación in situ de RNAs poli(A)+ con una sonda de 
Oligo(dT) marcada con el fluoróforo Cy3, tanto en mutantes 
sencillos sus1Δ y sem1Δ como en el doble mutante 
sus1Δsem1Δ.  
El defecto de exportación fue cuantificado en cada cepa 
midiendo la acumulación de RNAs poli(A)+ en el núcleo 
respecto al citoplasma. El mutante condicional mex67-5 se 
utilizó como control positivo y su ratio se estableció como un 
100% de defecto de exportación. 
La retención en el núcleo de los mRNAs en el doble 
mutante sus1Δsem1Δ se vio aumentada en un 45% respecto 
al mutante sus1Δ. De esta manera, pudimos concluir que la 
ausencia de SEM1 incrementa el defecto de exportación 
producido por la deleción de SUS1, por lo que Sem1 presenta 











Figura 32. Análisis de la exportación de los RNAs poli(A)+ en las 
cepas wt, sus1∆, sem1∆ y sus1∆sem1∆ crecidas en YP + 
Glucosa a 30ºC. (A) La localización de los RNAs poli(A)+ se 
comprobó mediante hibridación in situ utilizando una sonda 
Oligo(dT) marcada con Cy3. Los núcleos fueron detectados 
mediante el marcaje del DNA con DAPI (panel inferior). Las 
imágenes mostradas son una muestra representativa de las 
fotografías obtenidas en el microscopio de fluorescencia. (B) El 
histograma muestra el análisis cuantitativo del defecto de 
exportación de los RNAs poli(A)+. Se cuantificó la intensidad de la 










cada cepa representan el porcentaje de defecto respecto al de 
mex67-5 que representa un defecto de exportación del 100%. Las 




El hecho de que exista una correlación entre perfiles 
transcripcionales para un par de mutantes en genes 
particulares es indicativo de una posible relación funcional 
entre ellos. Con el fin de estudiar la correlación entre los 
perfiles transcripcionales de Sem1 y otros componentes de los 
complejos a los que se une Sus1 se estableció una 
colaboración con el grupo de investigación del  Dr. Frank 
Holstege (University Medical Center Utrecht, The Netherlands). 
Una vez obtenidos los perfiles transcripcionales para cada 
mutante se obtuvo un diagrama de agrupaciones jerárquicas, 
donde los genes son clasificados según su grado de relación 
entre los patrones de expresión (Figura 33A). En la figura 33B 
se muestra un dendrograma de similitudes, donde se agrupan 
los genes con perfiles de expresión relacionados. Aquí, los 
pares de genes cuyos mutantes tienen perfiles similares se 
destacan en tonos amarillos y aquellos cuyos perfiles no se 
correlacionan se destacan en tonos azules. El dendrograma 
indica que los cambios en la expresión génica obtenidos en 
sem1Δ se correlacionan con aquellos obtenidos para sus1Δ. 
Este dato apoya la hipótesis de una relación funcional entre 




y SEM1 también guardan una similitud significativa con los de 
las subunidades de TREX-2, Thp1 y Sac3. La figura 33C es 
una representación gráfica de los datos de las correlaciones 
transcripcionales de una forma más visual. En esta red Sus1 
queda posicionado entre los complejos SAGA y TREX-2, 
poniéndose de manifiesto su papel como coordinador entre 
ambos complejos. Además de la correlación con mutantes de 
componentes de TREX-2, el perfil transcripcional de SEM1, se 
asemeja en cierta medida con el de la subunidad de SAGA 
ADA2. Esta correlación pone de manifiesto una posible 







Figura 33. Análisis de perfiles transcripcionales de mutantes de 
subunidades de SAGA y TREX-2. (A) Diagrama de agrupación 
jerárquica de los perfiles de expresión de los mutantes de las 
subunidades de SAGA y TREX-2. Se muestran todos los genes que 
cambian significativamente (p<0.05, FC>1.7) en cada uno de los 
mutantes. El color azul indica baja expresión y el color amarillo alta 
expresión. El color negro indica ausencia de cambio. Los cambios 
están referenciados a la cepa silvestre. (B) Heatmap donde se 




subunidades de SAGA y TREX-2 analizados. El color azul y amarillo 
indican baja y alta correlación respectivamente. Los colores del eje 
de las x representan: SAGA naranja, TREX-2 amarillo. (C) Red de 
interacciones entre Sem1 y las subunidades de SAGA y TREX-2. 
Los nodos representan las subunidades mutadas, coloreadas según 
el complejo al que pertenecen (SAGA naranja, TREX-2 amarillo). 
Las líneas entre nodos se han representado para aquellas 
correlaciones mayores a 0.3. El grosor de las líneas está 
directamente relacionado con la correlación entre los nodos que une. 
La red está construida siguiendo el algoritmo empleado en el trabajo 
Van Bakel, 2004 (van Bakel & Holstege, 2004). 
 
 
Un análisis más detallado del conjunto de genes 
afectados en el mutante sem1Δ, puso de manifiesto que se 
trata mayoritariamente de aquellos que contienen la caja 
consenso TATA en su promotor (Tabla 2). Este tipo de genes 
están regulados generalmente por el coactivador SAGA 




Tabla 2. Análisis específico del perfil transcripcional de mutante 
sem1Δ. En la tabla se indican los 21 genes con caja TATA que 







Estos datos transcripcionales sugieren que Sem1 puede 
jugar un papel importante durante el proceso de la 
transcripción mediante la acción de Sus1 y SAGA. Esta 
hipótesis fue estudiada en detalle más adelante. 
 
Sem1 interacciona físicamente con SAGA, 
influyendo en la asociación de Sus1 con 
SAGA y SLIK 
 
La coordinación entre los complejos SAGA y TREX-2 es 
fundamental durante el acoplamiento de los procesos de 
transcripción y exportación del mRNA (Garcia-Oliver et al., 
2012). Además, se han descrito interacciones físicas entre 
componentes de ambos complejos, lo que apoya todavía más 
esta relación (Fischer et al., 2002; Rodriguez-Navarro et al., 
2004; Kohler et al., 2008). Teniendo en cuenta que Sem1 es 
un componente estructural de TREX-2 y que su ausencia 
genera un perfil de expresión con cierta desregulación de 
genes dependientes de SAGA, nos planteamos que Sem1 
podría estar involucrado en la coordinación de los procesos de 
transcripción y exportación dependientes de SAGA y TREX-2, 
de una forma similar a Sus1. Para apoyar esta idea, quisimos 
verificar si Sem1 interaccionaba físicamente con el complejo 
SAGA. Para ello, etiquetamos los componentes de SAGA, 
Ada2 y Ubp8, con la etiqueta TAP y analizamos la presencia 




inmunoprecipitación mediante la técnica TAP. Como podemos 
ver en la figura 34, Sem1 copurifica con las subunidades de 
SAGA, Ada2 y Ubp8, al igual que lo hacen Sac3 y Thp1 




Figura 34. Purificación TAP de Ada2 y Ubp8 en presencia y 
ausencia de Sem1. La presencia de Sem1 y los niveles de las 
proteínas cebo Ada2-TAP y Ubp8-TAP se comprobaron en el 
purificado (panel superior) y en los lisados (panel inferior) mediante 
WB utilizando anticuerpos α-Sem1 y α-TAP respectivamente.  
 
 
Con tal de profundizar en el papel Sem1 en el contexto 
de SAGA nos propusimos analizar su influencia sobre las 
interacciones físicas de Sus1 con SAGA. Para ello purificamos 
Sus1 mediante la técnica TAP en una cepa silvestre y mutante 
sem1Δ. Los eluídos purificados fueron analizados tanto por 
electroforesis en gel de gradiente como por análisis              
LC-MS/MS. El estudio de las diferencias en el perfil de bandas 
de la cepa mutante con la silvestre confirmó una reducción en 




correspondientes a las subunidades de SAGA no parecen 
estar afectadas en ninguna de las cepas (Figura 35A). 
Además, los datos obtenidos mediante LC-MS/MS 
corroboraron el resultado del gel (Figura 35B). Por lo tanto, los 
resultados de la purificación demuestran que Sus1 disminuye 
su asociación con TREX-2, mientras que permanece unido a 




Figura 35. Análisis del perfil de interacción de Sus1 en presencia 
y ausencia de Sem1. (A) Purificación TAP de Sus1 en una cepa 
silvestre y otra mutante sem1∆. Las purificaciones se analizaron en 
un gel de gradiente de poliacrilamida (4-12%) y las proteínas fueron 
teñidas con Coomassie coloidal. Las subunidades de SAGA y 
TREX-2 indicadas en la figura fueron detectadas por espectroscopía 
de masas. (B) Identificación MudPIT de los péptidos obtenidos en 
las purificaciones TAP mencionadas. En la tabla se indica el número 
de pétidos encontrados para cada proteína identificada, así como el 
porcentaje de secuencia aminoacídica que estos representan 










Un estudio más detallado del resultado obtenido por  
LC-MS/MS en el mutante sem1Δ mostró la ausencia de 
péptidos correspondientes a la subunidad de SAGA, Spt8 
(Figura 35B). Este dato nos pareció de gran relevancia, ya 
que, Spt8 es un componente distintivo de SAGA. La ausencia 
de esta subunidad se correlaciona con la presencia del 
complejo SLIK (SAGA-Like complex). SLIK es un complejo 
acetiltransferasa de histonas estructuralmente equivalente a 
SAGA, a excepción de que contiene una forma truncada en C-
terminal de la proteína Spt7 y que carece de la subunidad Spt8 
(Pray-Grant et al., 2002). Aunque hasta el momento poco se 
conoce acerca de la función celular de SLIK en la célula, se ha 
relacionado con la llamada respuesta retrógrada, que señaliza 
la disfunción de la mitocondria al núcleo vía factores 
transcripcionales regulados por Gcn5 (Pray-Grant et al., 2002; 
Kim et al., 2004). Con tal de verificar si Sus1 interacciona 
preferentemente con SLIK en ausencia de SEM1, examinamos 
la secuencia de los péptidos correspondientes a Spt7 
identificados mediante espectrometría de masas. El análisis 
LC-MS/MS del eluído purificado de Sus1-TAP sem1Δ, 
procedente de dos experimentos independientes, identificó 
péptidos correspondientes a la proteína Spt7. Curiosamente, 
ninguno de los péptidos observados en los diferentes análisis 
correspondían a la secuencia extremo C-terminal de Spt7, que 
está ausente en el complejo SLIK (Figura 36). Este dato 




forma truncada de menor movilidad electroforética de Spt7, 
probablemente en C-terminal (Figura 35A). Estos datos 
sugieren que Sus1 se asocia preferentemente al complejo 
SLIK en ausencia de la subunidad de TREX-2, Sem1. 
 
 
Figura 36. Identificación de la proteína Spt7 mediante 
espectrometría de masas. El eluído obtenido mediante la 
purificación TAP de Sus1 en el mutante sem1Δ se analizó mediante 
espectrometría de masas (MudPIT). Los datos obtenidos se 
validaron con la información almacenada en las bases de datos de 
secuencias conocidas mediante el motor de búsqueda MASCOT. La 
figura muestra la secuencia aminoacídica de la proteína Spt7. Los 
péptidos identificados en el análisis se han resaltado en rojo. Esta 




Con el fin de obtener información cuantitativa acerca de 
la abundancia de las proteínas en las purificaciones Sus1-TAP 




espectrometría de masas fueron analizamos mediante el 
método APEX. Este método es una herramienta bioinformática 
que permite evaluar la abundancia de las proteínas a partir de 
la cuantificación de los péptidos identificados en la purificación 
(Kuntumalla et al., 2009). Este método, permite comparar la 
abundancia de las proteínas purificadas entre diferentes 
experimentos de forma relativa (Braisted et al., 2008). 
El análisis APEX de las cepas Sus1-TAP silvestre y 
sem1Δ reveló un cambio reproducible en la copurificación de 
Sus1 con las subunidades de TREX-2, SAGA y las histonas. 
(Figura 37). Este análisis muestra que en una preparación 
Sus1-TAP, los componentes Sgf11, TREX-2 e histonas son los 
más abundantes, mientras que en una purificación Sus1-TAP 
sem1Δ, todos los componentes de TREX-2, exceptuando 
Cdc31, son menos abundantes. Estos datos son consistentes 
con los resultados bioquímicos mostrados hasta ahora, donde 
se observa que Sem1 es necesario para una correcta 
interacción Sus1-TREX-2 (Figura 28 y 35A). También se 
observa un incremento en el índice APEX de algunas 







Figura 37. Índices APEX de las proteínas que interaccionan con 
Sus1 en presencia y ausencia de Sem1. El eluído obtenido 
mediante la purificación TAP de Sus1 en una cepa wt y en el 
mutante sem1Δ se analizó mediante espectrometría de masas 
(MudPIT). Los datos obtenidos se analizaron mediante la 
herramienta bioinformática APEX. La tabla muestra las proteínas 
identificadas en el purificado de cada cepa junto con el índice APEX 
obtenido. La proteína cebo, Sus1, se indica en negrita. Las 
subunidades de SAGA se indican en rosa. Las subunidades de 
TREX-2 en verde y las histonas en azul. Las proteínas que muestran 
un incremento en la cepa mutante sem1Δ respecto al wt poseen un 
índice APEX marcado en rojo, mientas que las proteínas que 
disminuyen se indican en amarillo. Las proteínas sin cambio 




Con el objetivo de representar de una manera más 
visual los datos obtenidos a partir de la herramienta APEX, 
calculamos la abundancia de cada proteína relativa al índice 
APEX de la proteína cebo Sus1 para cada purificación (APEX 
de la Proteína “X”/APEX de la proteína cebo Sus1). El índice 
APEX relativo obtenido para cada proteína fue entonces 
comparado entre las dos preparaciones (ratio 
sem1Δ/silvestre), representándose en una gráfica aquellas 
proteínas con un cambio positivo o negativo de al menos 2.5 
veces en sem1Δ respecto a la cepa silvestre. Como se 
observa en la figura 38, existe un incremento en la abundancia 
de algunos componentes de SAGA y de todas las histonas, 
mientras que se produce una reducción en los componentes 
de TREX-2, Sac3 y Thp1. De manera interesante también se 
produce una reducción inesperada en la interacción Sus1-









Figura 38. Representación de los cambios significativos en las 
interacciones de algunas proteínas basados en los índices 
APEX. El índice APEX de cada proteína se ha normalizado en cada 
purificado respecto a la proteína cebo Sus1. Los cambios en la 
abundancia de proteínas entre la cepa wt y mutante sem1Δ se 
calculan en base a la razón sem1Δ/wt. En la gráfica se indican 
aquellas proteínas cuyo incremento o disminución está por encima 
del valor 2.5. 
 
 
A fin de verificar el incremento en la interacción Sus1-
SAGA en ausencia de SEM1, mostrado por los datos APEX, 
purificamos las cepas Sgf29-TAP que expresan Sus1-PK en 
presencia y ausencia de Sem1. El análisis por WB, empleando 
anticuerpos anti-PK, corroboró que existe un incremento en la 
interacción Sus1-Sgf29, como cabía esperar por el dato de 
espectrometría de masas. Pudimos concluir por tanto que 
Sus1 une con mayor afinidad algunas subunidades específicas 







Figura 39. Purificación TAP de Sgf29 en una cepa que expresa 
Sus1-PK en presencia y ausencia de Sem1. La presencia de Sus1 
y los niveles de la proteína cebo Ubp8-TAP se comprobaron en el 
purificado (panel superior) y en los lisados (panel inferior) mediante 
WB utilizando anticuerpos α-PK y α-TAP respectivamente. 
 
 
Con el propósito de obtener mayor información 
cuantitativa acerca de las proteínas que interaccionan con 
Sus1 en las purificaciones Sus1-TAP y Sus1-TAP sem1Δ, 
llevamos a cabo otra aproximación proteómica, denominada 
iTRAQ™ (Isobaric Tags for Relative and Absolute 
Quantification). Esta tecnología emplea un sistema de 
etiquetas comercial, basada en la incorporación de isótopos de 
distintos pesos moleculares a las muestras (Ross et al., 2004). 
Este marcaje, permite su posterior análisis por espectrometría 




abundancia de las proteínas en cuatro preparaciones 
diferentes. Para ello, dos eluídos purificados de Sus1-TAP y 
dos de Sus1-TAP sem1Δ, fueron digeridos y etiquetados. La 
cuantificación obtenida desveló que la abundancia relativa de 
Sus1, las histonas, los componentes de SAGA, Sgf73 y Sgf11; 
y el componente de TREX-2, Cdc31 cambiaba 




Figura 40. Análisis iTRAQ de la purificación TAP de Sus1 en una 
cepa wt y en el mutante sem1Δ. La tabla muestra las proteínas 
que sufren un cambio significativo en su abundancia en la cepa 
sem1Δ respecto a la silvestre. La proteína cebo, Sus1, se indica en 
negrita. Las subunidades de SAGA se indican en rosa. Las 
subunidades de TREX-2 en verde y las histonas en azul. 
 
 
En resumen, estos datos bioquímicos muestran que 
Sem1 no solo afecta a la unión Sus1-TREX-2, sino que 
también contribuye a la asociación Sus1-SAGA/SLIK, 
revelando pistas acerca del mecanismo molecular por el cual 





Sem1 participa en el proceso de la 
activación de la transcripción  
 
Una de las funciones mejor estudiadas y caracterizadas 
del complejo SAGA es la de coactivador de la transcripción, 
debido a su capacidad para modificar las histonas de la 
cromatina. Se ha demostrado que Sus1 juega un papel 
esencial durante la acción de SAGA como coactivador 
transcripcional (Pascual-Garcia et al., 2008). El hecho de que 
Sem1 interaccione físicamente con SAGA, siendo necesario 
para la correcta asociación Sus1-SAGA y también para la 
correcta transcripción de un número significativo de genes 
regulados por SAGA, nos llevó a preguntarnos si Sem1 es 
capaz de activar la transcripción mediada por Sus1. Para ello, 
empleamos la construcción pBTM-Sus1 (SUS1 fusionado al 
dominio bacteriano LexA de unión a DNA), con la que se 
transformó las cepas CTY y CTY sem1Δ, que tienen integrado 
el gen bacteriano LacZ bajo control del operador LexA como 
gen reportero. La actividad β-galactosidasa generada por la 
transcripción del gen LacZ fue medida mediante un ensayo 
colorimétrico en células creciendo exponencialmente en medio 
mínimo y en ausencia de uracilo. El ensayo desveló que la 
actividad β-galactosidasa producida por LexA-Sus1 se vio 
drásticamente reducida en la cepa sem1Δ respecto a la cepa 




es necesario para llevar a cabo la activación transcripcional 




Figura 41. Ensayo β–galactosidasa de una cepa silvestre y una 
mutante sem1∆. Se transformaron ambas cepas con los plásmidos 
pBTM-vacío y pBTM-Sus1. Las células recogidas fueron ensayadas 
para medir la actividad β–galactosidasa expresada en unidades 
Miller. Las barras de error representan el error estándar de al menos 
tres experimentos independientes. 
 
 
Sem1 es necesario para la inducción de los 
genes regulados por SAGA, ARG1 y GAL1 
 
El mecanismo de activación de los genes regulados por 
SAGA, como por ejemplo GAL1 y ARG1, ha sido estudiado 
extensamente (Ricci et al., 2002; Turner, 2002; Lemieux & 
Gaudreau, 2004; Green et al., 2012). Puesto que se ha 




activación de estos genes (Rodriguez-Navarro et al., 2004; 
Pascual-Garcia et al., 2008), quisimos estudiar la influencia de 
Sem1 durante su inducción. Para resolver esta cuestión, 
medimos los niveles de mRNA de GAL1 y ARG1 tras 25 
minutos de inducción (añadiendo galactosa o SM al medio 
respectivamente) en una cepa silvestre y los comparamos con 
los niveles de una cepa mutante sem1Δ. La figura 42 muestra 
como la inducción de estos genes está comprometida en la 
cepa mutante, donde los niveles de mRNA no alcanzan los 
niveles obtenidos en las cepas silvestres. Por lo tanto, Sem1 
es necesario para la correcta inducción de los genes regulados 




Figura 42. Análisis de la expresión de los genes ARG1 y GAL1. 
La expresión de ARG1 se analizó en las cepas wt, sem1Δ y gcn4Δ a 
los 25 minutos de inducción con sulfometurón (panel izquierdo). La 
expresión de GAL1 se analizó en las cepas wt y sem1Δ a los 25 




niveles relativos de cada gen se determinaron mediante qPCR y se 
normalizaron respecto a los niveles de expresión de SCR1. Los 
valores de expresión obtenidos se han referenciado al tiempo de 
inducción cero de cada cepa. Las barras de error representan el 
error estándar de al menos tres experimentos independientes. 
 
 
Con el objetivo de analizar en detalle el efecto de Sem1 
sobre la inducción de GAL1, realizamos un seguimiento de la 
cinética de expresión en diferentes etapas de la inducción. 
Como podemos observar, la ausencia de SEM1 influye en la 
correcta cinética de activación de GAL1 a lo largo del período 




Figura 43. Análisis de la cinética de inducción de GAL1 en las 
cepas wt y sem1Δ. La cinética se llevó a cabo a lo largo de 120 
minutos de inducción con galactosa al 2%. Los niveles relativos de 
GAL1 se normalizaron respecto a los de SCR1. Los valores de 
expresión obtenidos se han referenciado al tiempo de inducción cero 
de cada cepa. Las barras de error representan el error estándar de 




El defecto que manifiesta el mutante sem1Δ durante la 
inducción de GAL1 queda reflejado en el fenotipo que muestra 
al crecer en un medio sólido cuya fuente de carbono es la 
galactosa. Como podemos ver en este estudio de crecimiento 
(Figura 44A panel superior), en ausencia de SEM1 las células 
presentan un fenotipo de crecimiento lento en las placas de  
YP + Galactosa. Este fenotipo es agravado al aumentar la 
temperatura de crecimiento a 37ºC (Figura 44A panel inferior), 
lo cual concuerda con la menor expresión de los niveles de 








Figura 44. Análisis del crecimiento celular de una cepa wt y 
sem1∆. Análisis de la cinética de inducción de GAL1 en las 
cepas wt y sem1Δ. (A) Se crecieron las células hasta alcanzar una 
OD de 0.5. Se sembraron diluciones seriadas de las cepas indicadas 
en placas YP + Glucosa y YP + Galactosa. Se incubaron durante 48 
h a 30ºC y 37ºC. (B) La cinética se llevó a cabo a lo largo de 120 
minutos de inducción con galactosa al 2% a 30ºC y 37ºC. Los 
niveles relativos de GAL1 se normalizaron respecto a los de SCR1. 
Los valores de expresión obtenidos se han referenciado al tiempo de 
inducción cero de cada cepa. Las barras de error representan el 






Sem1 es esencial para la integridad de 
SAGA en el promotor de GAL1 
 
La transcripción de los genes regulados por SAGA se 
inicia con la señalización de los activadores y coactivadores 
transcripcionales como SAGA. Estos factores facilitan la unión 
de TBP al promotor, el cual inicia la formación del PIC, 
compuesto por GTFs y la RNA Pol II. De esta forma tiene lugar 
el mecanismo molecular por el cual se da inicio a la 
transcripción (Roeder, 1996; Bhaumik & Malik, 2008; Bhaumik, 
2011). Como hemos demostrado, Sem1 es necesario para la 
activación de algunos genes regulados por SAGA. Por otro 
lado, hemos demostrado que Sem1 es capaz de unirse 
físicamente a algunas subunidades de SAGA. Estos datos 
sugieren que su ausencia puede afectar a las etapas iniciales 
de la activación transcripcional, alterando el correcto 
reclutamiento de SAGA al promotor.  
Para abordar esta posibilidad, decidimos examinar el 
reclutamiento de diversas subunidades de SAGA al promotor 
de GAL1. SAGA es un macrocomplejo compuesto de 
diferentes módulos (Samara & Wolberger, 2011; Weake & 
Workman, 2012), con tal de abarcar el análisis del 
reclutamiento de los distintos módulos, se estudiaron 
subunidades pertenecientes a cuatro módulos distintos: 
HAT/Core (Ada2, Gcn5), SA_TAF (Taf9), SA_SPT (Spt8) y el 




cromatina, inmunoprecipitando las distintas subunidades 
previamente marcadas con el epítopo MYC. Mediante la 
amplificación con oligonucleótidos específicos del promotor de 
GAL1, estudiamos el nivel de asociación en cromatina de cada 
factor tanto en células silvestres como en células sem1∆ 
crecidas en presencia de galactosa en el medio.  
Como se observa en la figura 45A, la presencia de las 
subunidades del módulo HAT/Core, Ada2 y Gcn5, se ve 
reducida significativamente en ausencia de Sem1. Además, el 
ensayo de crecimiento del doble mutante sem1∆gcn5∆, en 
placas que contienen YP + Galactosa, evidenció la existencia 
de una fuerte interacción genética entre SEM1 y GCN5 (Figura 
45B). Esta interacción genética pone de manifiesto una 
relación funcional entre Sem1 y la enzima acetiltransferasa de 








Figura 45. Inmunoprecipitación de cromatina de las 
subunidades Ada2 y Gcn5 (HAT/Core). Análisis del crecimiento 
celular del doble mutante sem1∆gnc5∆. (A) Las cepas Ada2-MYC y 
Gcn5-MYC wt y sem1∆ se indujeron durante 25 minutos con 
galactosa. La unión al promotor de GAL1 se calculó como el 
porcentaje de inmunoprecipitado respecto al lisado. Al dato obtenido 
se le sustrajo el inmunoprecipitado detectado en una muestra sin 
anticuerpo. La detección de las proteínas cebo se llevó a cabo 
analizando los lisados mediante WB con anticuerpos α-MYC. Las 
barras de error representan el error estándar de al menos tres 
experimentos independientes. (B) Se crecieron las células hasta 
alcanzar una OD de 0.5. Se sembraron diluciones seriadas de las 
cepas indicadas en placas YP + Glucosa e YP + Galactosa. Se 




Al igual que ocurre para los componentes del HAT/Core, 
la presencia de las subunidades de los módulos SA_TAF 
(Taf9) y SA_SPT (Spt8), también se ve significativamente 
reducida en el promotor de GAL1 en ausencia de Sem1 
(Figura 46).  
 
En resumen, la asociación de los módulos de SAGA: 
HAT/Core, SA_TAF y SA_SPT al promotor de GAL1, está 
comprometida en ausencia de Sem1. 
Sin embargo, el estudio del reclutamiento de la 
subunidad del módulo DUB, Sus1, a la misma región de la 
cromatina y bajo las mismas condiciones experimentales, 
demostró que su presencia no está afectada por la ausencia 
de Sem1 (Figura 47). Por otro lado, quisimos examinar el 
reclutamiento de la subunidad del módulo DUB, Ubp8, pero 
técnicamente nos fue imposible determinar si existe un cambio 








Figura 46. Análisis de la unión de las subunidades Taf9 y Spt8 
(SA_SPT) al promotor de GAL1 en cepas wt y sem1∆ mediante 
ChIP. Las células se indujeron durante 25 minutos con galactosa. La 
unión a la cromatina se detectó mediante qPCR y se calculó como el 
porcentaje de inmunoprecipitado respecto al lisado. Al dato obtenido 
se le sustrajo el inmunoprecipitado detectado en una muestra sin 
anticuerpo. La detección de las proteínas cebo se llevó a cabo 
analizando los lisados mediante WB con anticuerpos α-MYC. Las 
barras de error representan el error estándar de al menos tres 






Figura 47. Análisis de la unión de la subunidade Sus1 (DUB) al 
promotor de GAL1 en cepas wt y sem1∆ mediante ChIP. Las 
células se indujeron durante 25 minutos con galactosa. La unión a la 
cromatina se detectó mediante qPCR y se calculó como en figura 
46. La detección de las proteínas cebo se llevó a cabo analizando 
los lisados mediante WB con anticuerpos α-MYC. Las barras de 




En conclusión, los resultados de los experimentos de 
ChIP sugieren que Sem1 es necesario para la integridad y 
estabilización del complejo SAGA en el promotor de GAL1, 
afectando de forma diferencial a la asociación de los distintos 






Sem1 participa en la actividad 
desubicuitinasa dependiente de SAGA 
 
Como hemos demostrado, el componente del DUB, 
Sus1, se asocia al promotor de GAL1 en ausencia de SEM1, 
mientras que otras subunidades de SAGA ven comprometida 
su asociación. Se ha descrito que en el mutante SEM1 los 
niveles totales de histona H2B ubicuitinada en la célula se ven 
incrementados (Qin et al., 2009), lo que nos hizo pensar que la 
deficiencia en el reclutamiento de SAGA a la cromatina está 
alterando la correcta actividad desubicuitinasa del DUB. De 
hecho, el defecto en la inducción de los genes GAL1 y ARG1 
se ha correlacionado con un desequilibrio en los niveles de 
ubicuitinación de la histona H2B (Lee et al., 2005; Shukla et al., 
2006; Weake & Workman, 2008), lo que explicaría el defecto 
observado en sem1Δ.  
Con el objetivo de comprobar la importancia de Sem1 
para la activación del DUB a nivel del promotor de GAL1, 
analizamos los niveles de histona H2B ubicuitinada in vivo en 
esta región del DNA. Para ello se llevó a cabo un doble ChIP 
(ChDIP), donde la histona H2B ubicuitinada es 
inmunoprecipitada dos veces mediante su doble etiquetado 
Flag-H2BUb-HA. La amplificación del promotor de GAL1 nos 
permitió estudiar el nivel de reclutamiento de histona H2B 
ubicuitinada tanto en células silvestres como en células sem1∆ 




observa en la figura 48, el mutante sem1∆ presenta un 
aumento de hasta tres veces en la ocupación de histona H2B 
ubicuitinada en el promotor de GAL1 en comparación con los 
niveles que presentan las células silvestres. Estos resultados 
apoyan la importancia de Sem1 en la regulación de la actividad 
desubicuitinasa de SAGA, a través del reclutamiento de todos 




Figura 48. Análisis de la unión de la histona H2B ubicuitinada al 
promotor de GAL1 en las cepas wt, sem1∆ y H2BK123R, 
H2BK123R sem1∆ mediante ChDIP. Las células se indujeron 
durante 90 minutos con galactosa. Se emplearon cepas 
transformadas con plásmidos Flag-H2B y HA-Ub. La unión a la 
cromatina se detectó mediante qPCR y se calculó como en la figura 
46, sustrayendo el fondo detectado de las cepas H2BK123R y 
H2BK123R sem1∆. Las barras de error representan el error estándar 






Los resultados obtenidos indican que Sem1 es 
necesario para la desubicuitinación de H2B a nivel del 
promotor de GAL1 in vivo. Así mismo, quisimos estudiar la 
actividad DUB in vitro dependiente de Sem1. Para ello 
purificamos en primer lugar el complejo SAGA mediante la 
técnica TAP, inmunoprecipitando Sus1 en una cepa silvestre y 
otra sem1∆. Por otro lado, empleamos una cepa que expresa 
Flag-H2B y HA-Ub para purificar la histona H2B a través del 
epítopo Flag. Ambos purificados fueron incubados y la 
actividad desubicuitinasa se analizó mediante WB, empleando 
anticuerpos anti-HA, para detectar la cantidad histona 
ubicuitinada. El ensayo también fue llevado a cabo en el 
mutante sgf73∆, que sirvió como control negativo, puesto que, 
Sgf73 es necesario para la actividad del módulo DUB 
(Helmlinger et al., 2004; Kohler et al., 2008; Lee et al., 2009; 







Figura 49. Procedimiento experimental del ensayo de 
desubicuitinación. La histona Flag-H2B que sirve como sustrato 
del ensayo se purificó con la resina M2 (Sigma A2220). El ensayo se 
realizó incubando 500 ng de histona purificada (H2B-Flag) con     
100 μL de eluído nativo purificado por la técnica TAP durante 30 
minutos a temperatura ambiente. Como control negativo se incubó la 
histona H2B junto con el tampón DUB, o bien, junto con un 
purificado nativo procedente de la cepa Sus1-TAP sgf73Δ. La 
reacción se detuvo por congelación en hielo seco. 
 
 
Como se observa en la figura 50A, la eliminación de 
SEM1 provoca una reducción de la actividad in vitro del 
módulo DUB dependiente de Sus1, de un 40%. Como se ha 
descrito en la introducción, el módulo DUB está formando por 
cuatro subunidades de las cuales Ubp8 es la que posee 
actividad enzimática, mientras que Sus1, Sgf11 y Sgf73 actúan 
como activadores/moduladores de dicha actividad (Kohler et 
al., 2010; Samara et al., 2010; Samara et al., 2012). Ante los 
resultados obtenidos que muestran una disminución en la 




nos propusimos analizar si ocurría lo mismo al purificar el DUB 
tomando a Ubp8 como proteína cebo. Como muestra la figura 
50B, existe una reducción en la actividad DUB del 60% en el 
mutante sem1Δ con respecto a la cepa silvestre. 
 
 
Figura 50. Ensayo de desubicuitinación in vitro de H2B. (A) Se 
llevó a cabo la purificación TAP de Sus1 en presencia y ausencia de 
Sem1. Los purificados nativos se incubaron con histona H2B. La 
cepa Sus1-TAP sgf73∆ se utilizó como control negativo. (B) El 
ensayo de desubicuitinación de H2B en las cepas Ubp8-TAP y 
Ubp8-TAP sem1∆ se llevó a cabo como en A. Como control negativo 
se incubó la histona H2B sin purificado TAP. Las barras de error 




En resumen, estos resultados indican que Sem1 
promueve la actividad desubicuitinasa in vitro de SAGA sobre 
la histona H2B. Como vimos en la figura 44A, el crecimiento de 




Estos resultados nos llevaron a pensar que el reclutamiento 
parcial del módulo DUB de SAGA sobre el promotor de GAL1 
interfiere en la inducción de GAL1. Para comprobar esta 
hipótesis, delecionamos SGF73 sobre el mutante sem1∆. El 
mutante sgf73∆ se caracteriza por la pérdida de asociación de 
Sus1 con la cromatina (Pascual-Garcia et al., 2008). 
Seguidamente, medimos mediante qRT-PCR los niveles de 
expresión de GAL1 en el doble mutante sem1∆sgf73∆. Como 
se observa en la figura 51, el doble mutante recupera 
parcialmente el defecto en la inducción de GAL1 a unos 
niveles similares a los del mutante sgf73∆.  
 
 
Figura 51. Análisis de la cinética de inducción de GAL1 en las 
cepas wt, sem1∆, sgf73∆ y sem1∆sgf73∆. La cinética se llevó a 
cabo a lo largo de 120 minutos de inducción con galactosa al 2% a 
30ºC. Los niveles relativos de GAL1 se normalizaron respecto a los 
de SCR1. Los valores de expresión obtenidos se han referenciado al 
tiempo de inducción cero de cada cepa. Las barras de error 





Como hemos comprobado, Sem1 regula la inducción de 
GAL1 alterando la actividad desubicuitinasa de SAGA como 
consecuencia de interrumpir su interacción con la cromatina. 
Con el fin de descartar que el efecto de Sem1 sobre la 
actividad DUB de SAGA sea consecuencia de una 
desestructuración general de módulo DUB y de su interacción 
al resto del complejo SAGA, analizamos mediante LC-MS/MS 
el resultado de purificar mediante la técnica TAP las 
subunidades Ada2 y Ubp8 en una cepa silvestre y otra sem1∆. 
Como se muestra en la tabla 3, el resultado de purificar el 
complejo SAGA en ausencia de SEM1 no muestra diferencias 
significativas en su asociación con los componentes del 




Tabla 3. Análisis mediante espectrometría de masas de la 
purificación TAP de Ada2 y Ubp8 en una cepa silvestre y 




encontrados para cada proteína identificada, así como el porcentaje 
de secuencia aminoacídica que estos representan respecto al total 
de la proteína. En naranja se resaltan las subunidades que 
componen el módulo DUB. 
 
 
Con tal de verificar este resultado mediante WB, 
construimos las cepas Sus1-TAP silvestre y mutante sem1∆, 
donde ambas expresaban Ubp8-MYC. Tras purificar         
Sus1-TAP, llevamos a cabo una detección mediante WB de los 
niveles de proteína Ubp8 copurificada en ambas cepas. Como 
se observa en la figura 52, no existe una disminución en la 




Figura 52. Purificación TAP de Sus1 en una cepa que expresa 
Ubp8-MYC en presencia y ausencia de Sem1. La presencia de 
Ubp8 y los niveles de la proteína cebo Sus1 se comprobaron en el 
purificado (panel superior) y en los lisados (panel inferior) mediante 




Por lo tanto, el efecto de Sem1 sobre la inducción de 
GAL1 no es consecuencia de una desestabilización general 
del módulo DUB dentro de SAGA.  
 
TREX-2 promueve la actividad 
desubicuitinasa dependiente de SAGA 
 
Los datos obtenidos hasta ahora sugieren que Sem1 
puede estar involucrado en promover la actividad del módulo 
DUB como parte integrante de TREX-2. Es decir, la estabilidad 
de TREX-2 podría ser importante para crear una plataforma 
molecular entre los complejos SAGA-TREX-2 donde el módulo 
DUB sea totalmente funcional. Si tal es el caso, la deleción de 
Thp1, el cual interacciona directamente con Sem1 dentro del 
complejo TREX-2 (Ellisdon et al., 2012), produciría una 
reducción en la actividad del DUB mediada por SAGA. Para 
comprobar esta hipótesis, purificamos Ubp8-TAP en células 
silvestres y mutadas en THP1. Con estos purificados llevamos 
a cabo un ensayo in vitro para determinar la actividad 
desubicuitinasa de sendos complejos SAGA. Como se muestra 
en la figura 53, la ausencia de Thp1 produce una reducción 
significativa de la actividad DUB mediada por Ubp8 de forma 
similar a la observada al delecionar el componente Sem1 







Figura 53. Ensayo de desubicuitinación in vitro de H2B en 
las cepas Ubp8-TAP y Ubp8-TAP thp1∆. Se llevó a cabo la 
purificación TAP de Ubp8 en presencia y ausencia de Thp1. 
Los purificados nativos se incubaron con la histona H2B. Como 
control negativo se incubó la histona H2B sin purificado TAP. 
Las barras de error representan el error estándar de al menos 
tres experimentos independientes.  
 
 
Con el fin de extender la hipótesis de la posible 
influencia del complejo TREX-2 sobre la inducción de GAL1, 
decidimos analizar el papel del factor de TREX-2, Thp1, 
durante la activación de GAL1. Para ello, primero analizamos 
la cinética de la expresión de GAL1 en ausencia de THP1. 




una inducción deficiente, similar a la observada en la cepa 




Figura 54. Análisis de la cinética de inducción de GAL1 en las 
cepas wt y thp1∆. La cinética se llevó a cabo a lo largo de 120 
minutos de inducción con galactosa al 2%. Los niveles relativos de 
GAL1 se normalizaron respecto a los de SCR1. Los valores de 
expresión obtenidos se han referenciado al tiempo de inducción cero 
de cada cepa. Las barras de error representan el error estándar de 
al menos tres experimentos independientes. 
 
 
En segundo lugar, analizamos la presencia de distintas 
subunidades de SAGA en el promotor de GAL1 mediante 
ChIP, tanto en cepas silvestres como mutantes thp1Δ. Como 
muestra la figura 55A y 55B, la unión al promotor de GAL1 de 
las subunidades Ada2 y Taf9 bajo condiciones de inducción y 
en ausencia de THP1, disminuye significativamente respecto a 




Sus1 bajo las mismas condiciones vemos que su unión a la 
cromatina también se ve comprometida. Este resultado es 
diferente al que se observa en el mutante sem1Δ, donde la 







Figura 55. Análisis de la unión de las subunidades Ada2 
(HAT/Core) (A), Taf9 (SA_SPT) (B), Sus1 (DUB) (C) al promotor 
de GAL1 en las cepas wt y thp1∆ mediante ChIP. En todos los 
casos, las células se indujeron durante 25 minutos con galactosa. La 




porcentaje de inmunoprecipitado respecto al lisado. Al dato obtenido 
se le sustrajo el inmunoprecipitado detectado en una muestra sin 
anticuerpo. La detección de las proteínas cebo se llevó a cabo 
analizando los lisados mediante WB con anticuerpos α-MYC. Las 




En conclusión, la subunidad de TREX-2, Thp1, es 
necesaria para la correcta expresión de GAL1 y el correcto 
reclutamiento de SAGA a su promotor. Estos datos apoyan el 
modelo propuesto, en el que la estabilidad de TREX-2 puede 
ser importante para reforzar la coordinación entre los 
complejos SAGA-TREX-2, alcanzándose así la activación 


















Asf1 interacciona física y genéticamente 
con Sus1 
 
Asf1, a través de su función como chaperona de 
histonas, participa activamente en aquellos procesos celulares 
que requieren una adaptación en el estado de compactación 
de la cromatina, como son el mantenimiento del 
silenciamiento, la reparación del DNA y la transcripción 
(Mousson et al., 2007). Se ha descrito que en ausencia de 
Asf1 hay un incremento en la unión de histona H3 a los genes 
transcripcionalmente activos en detrimento de la unión de la 
RNA Pol II (Schwabish & Struhl, 2006). Además, Asf1 
interacciona físicamente con la RNA Pol II a través de Bdf1 
(Chimura et al., 2002) y se recluta al promotor del gen 
regulado por SAGA, GAL1 (Schwabish & Struhl, 2006). Asf1 
también es necesaria para estabilizar el complejo SAGA en los 
genes HO y PHO5 (Schwabish & Struhl, 2006; Adkins et al., 
2007; Takahata et al., 2009). Estos datos evidencian la 
participación de Asf1 durante la expresión génica. 
Los datos presentados en este trabajo apoyan el papel 
de Asf1 durante la transcripción. Asf1 interacciona genética y 
físicamente con la subunidad de SAGA, Sus1 (Figuras 11 y 
12). Aunque existen datos que demuestran una interacción 
física entre las subunidades del coactivador TFIID, Taf1 y Taf7, 
y Asf1 (Chimura et al., 2002), hasta el momento no se ha 




otra parte, Asf1 interacciona físicamente con Set2 (Campos et 
al., 2010). Como vimos en la introducción, Set2 se recluta a la 
forma elongante de la RNA Pol II tras la desubicuitinación de 
H2B a través del módulo DUB de SAGA (Krogan et al., 2003). 
Set2 metila a la lisina 36 de la histona H3, lo que activa al 
complejo desacetilasa Rpd3 (Keogh et al., 2005; Govind et al., 
2010). Por otro lado, la metilación de H3K36 impide que Asf1 
reensamble histonas H3 acetiladas sobre la cromatina tras el 
paso de la RNA Pol II (Butler & Dent, 2012; Venkatesh et al., 
2012). Este mecanismo por el cual las histonas de los genes 
recién transcritos son metiladas y desacetiladas permite 
reestablecer la cromatina tras el paso de la RNA Pol II, 
controlando la expresión de transcritos crípticos (Carrozza et 
al., 2005; Butler & Dent, 2012; Smolle & Workman, 2013). 
Recientemente se ha demostrado que los transcritos crípticos 
son necesarios para la expresión de los genes regulados por 
SAGA, ARG1 y GAL1 (Crisucci & Arndt, 2012; Geisler et al., 
2012). Una posibilidad sería que Asf1 participe en la regulación 
de estos genes a este nivel. 
Los datos aportados por esta tesis junto con los 
antecedentes mencionados, sugieren que Asf1 junto con Sus1 
ejercen una acción coordinada durante la activación génica así 
como durante el restablecimiento de la cromatina. Asf1 
cooperaría desensamblando nucleosomas al inicio de la 
transcripción, facilitando la asociación de Sus1 y SAGA al 




y la consiguiente expresión génica a través de la RNA Pol II. 
Tras el paso de la polimerasa, Asf1 junto con la actividad 
desubicuitinasa del módulo DUB de SAGA facilitaría el 
restablecimiento de la cromatina a un estado no inducido en el 




Figura 56. Regulación transcripcional a través de Sus1 y Asf1. 
Asf1 desensambla nucleosomas por delante de la polimerasa, 
relajando la cromatina y facilitando el paso de la RNA Pol II. Set2 
interacciona con la forma elongante de la RNA Pol II y metila el 
residuo K36 de la histona H3 tras el paso de la polimerasa. Rpd3 
interacciona con la metilación de H3K36 y desacetila las histonas, lo 
que reduce la expresión de transcritos crípticos. Set2 y la metilación 
de H3K36 bloquean el intercambio de histonas preacetiladas 




Por otro lado, hemos demostrado que Asf1 influye en 
etapas posteriores de la expresión génica. La ausencia de 




es un factor necesario para exportar de forma eficiente los 
mRNAs del núcleo al citoplasma (Figura 13). Aunque el papel 
de Asf1 ha sido ampliamente estudiado a nivel de organización 
de la cromatina (Mousson et al., 2007), hasta ahora no ha sido 
relacionado con otras etapas de la transcripción que impliquen 
otros complejos como TREX-2. La interacción física observada 
entre Asf1 y la subunidad de TREX-2, Sus1, sugiere una 
relación funcional de Asf1 en el proceso de exportación de 
mRNAs. Queda por determinar si el defecto de exportación 
observado en asf1Δ se debe a su papel conjunto con Sus1 
durante la transcripción, dando lugar a mRNAs competentes 
capaces de ser exportados, o bien implica la participación del 
complejo TREX-2. Para responder a esta cuestión, son 
necesarios nuevos experimentos que permitan disociar la 
doble funcionalidad de Sus1. 
 
Nup60 es necesario para la expresión de 
Sus1 y su asociación con TREX-2 
 
El complejo de poro nuclear permite el intercambio de 
moléculas entre el núcleo y el citoplasma (Rout et al., 2000). 
Durante la expresión génica el NPC interviene en la etapa de 
exportación de los mRNAs, conduciéndolos al citoplasma 
(Dieppois & Stutz, 2010). Se ha demostrado que además de su 
papel en la exportación, el NPC participa activamente en la 




transcripción (Dieppois & Stutz, 2010; Strambio-De-Castillia et 
al., 2010; Egecioglu & Brickner, 2011). La nucleoporina Nup60 
interacciona físicamente con TREX-2, Ubp8 y el exportador 
Mex67 y es necesaria para anclar los mRNAs 
transcripcionalmente activos al NPC (Lutzmann et al., 2005; 
Oeffinger et al., 2007; Ahmed et al., 2010; Lee et al., 2011; 
Powrie et al., 2011). Estos datos ponen de manifiesto que la 
coordinación y estabilización entre los complejos TREX-2-
SAGA-NPC es esencial durante la expresión génica, 
colaborando entre sí para localizar cotranscripcionalmente los 
genes activos en las inmediaciones del poro para facilitar de 
esta forma su exportación. 
Nuestros resultados apoyan la idea de que estas tres 
maquinarias son dependientes entre sí. Hemos demostrado 
que en ausencia de Nup60, la unión de Sus1 a TREX-2 se ve 
significativamente reducida. Por otro lado, la unión de Sus1 a 
SAGA también se ve afectada, puesto que no se identificó la 
proteína Spt8 (Figura 14). Aunque faltaría determinar la 
importancia biológica de estos datos, se confirma la existencia 
de una coordinación entre las tres maquinarias. La localización 
in vivo de Sus1 mediante microscopía de fluorescencia 
corrobora los datos bioquímicos obtenidos, ya que, en 
ausencia de Nup60 detectamos una deslocalización de Sus1 
hacia el interior del núcleo (Figura 15). La pérdida de 




la importancia de Nup60 en la interacción entre Sus1 y   
TREX-2. 
Se ha demostrado que Nup60 es necesaria para 
establecer un punto de control en las inmediaciones del NPC, 
de modo que sólo los mRNAs correctamente procesados 
puedan ser exportados (Powrie et al., 2011). Por otro lado, 
Nup60 participa en el proceso de corte y empalme de intrones 
en levadura, aunque se desconoce el mecanismo molecular 
por el cual participa en este proceso (Galy et al., 2004). Por lo 
tanto, Nup60 participa activamente en la regulación del 
correcto procesamiento de los mRNAs. El gen SUS1 posee 
una estructura genómica característica y conservada 
evolutivamente (Cuenca-Bono et al., 2011). Contiene dos 
intrones cuyas señales de corte y empalme no están 
conservadas (Rodriguez-Navarro et al., 2004; Hossain et al., 
2009; Pascual-Garcia & Rodriguez-Navarro, 2009). Los datos 
presentados en este trabajo apoyan el papel de Nup60 durante 
la regulación del procesamiento de los transcritos de Sus1. En 
ausencia de Nup60 se observa una acumulación de transcritos 
sin procesar que contienen ambos intrones de Sus1 (Figura 
17). Este resultado se pone de manifiesto con la observación 
de especies peptídicas de movilidad electroforética menor en 
un gel desnaturalizante, las cuales reaccionan frente a 
anticuerpos de Sus1 (Figura 16). Cabe la posibilidad de que 
los transcritos sin procesar de Sus1 den lugar a especies 




determinar. Esta posibilidad ya ha sido observada 
anteriormente (Cuenca-Bono et al., 2011; Hossain et al., 
2011). 
Los datos aportados por esta tesis junto con los 
antecedentes mencionados, sugieren que Nup60 es un 
componente necesario dentro del NPC que participa en la 
coordinación de la estructura SAGA-TREX-2-NPC, necesaria 
para la correcta expresión de los genes. Por otro lado, Nup60 
es capaz de regular la transcripción génica de Sus1 a través 
del proceso de corte y empalme necesario para su 
procesamiento. Hasta el momento, se desconoce el 
mecanismo molecular por el cual participa en este proceso. 
 
Sus1 participa junto con la maquinaria de 
regulación de telómeros en el control de los 
mismos 
 
Los telómeros son estructuras genómicas altamente 
organizadas, la pérdida de regulación de su longitud o 
silenciamiento producen inestabilidad genómica y muerte 
celular (Wellinger & Zakian, 2012). El control celular de los 
telómeros se asocia a las inmediaciones del NPC, donde 
quedan anclados y estabilizados topológicamente (Taddei & 
Gasser, 2012). Se ha descrito que las subunidades de SAGA, 
Ada2 y Gcn5 participan en el mantenimiento del silenciamiento 




como el homólogo de Sus1 en D. melanogaster (Kurshakova 
et al., 2007; Erokhin et al., 2010). Recientemente se ha 
descrito un nuevo mecanismo de regulación de la longitud 
telomérica, que implica la transcripción subtelomérica de unos 
lncRNAs denominados TERRA (Luke & Lingner, 2009; 
Feuerhahn et al., 2010). TERRA inhibe la acción de la 
telomerasa a través de la formación de híbridos RNA-DNA con 
el DNA telomérico (Feuerhahn et al., 2010). Se ha demostrado 
que la RNA Pol II es la responsable de la transcripción de 
TERRA (Luke et al., 2008), lo que abre la posibilidad a que su 
regulación la lleve a cabo la misma maquinaria que regula los 
RNAs codificantes. 
Los datos aportados en esta tesis indican que el 
componente de SAGA y TREX-2, Sus1, contribuye a la 
regulación de la biogénesis de los telómeros. Hemos 
demostrado que Sus1 interacciona genéticamente con un 
amplio grupo de proteínas implicadas en el metabolismo de los 
telómeros (Figura 18). Además, Sus1 interacciona físicamente 
con Mlp2, Rif1, Yku80 y Upf2 (Figuras 21 y 22). Estas 
proteínas regulan la longitud de los telómeros mediante 
distintos mecanismos (Boulton & Jackson, 1998; Hediger et al., 
2002; Askree et al., 2004; Smogorzewska & de Lange, 2004). 
Por otro lado, hemos demostrado que el mutante sus1Δ 
presenta telómeros alargados (Figura 23). Además, al eliminar 




(sem1Δ, esc2Δ y rsc2Δ) observamos una prevalencia del 
fenotipo visto en el mutante sencillo sus1Δ (Figura 24). 
 
Nuestros datos sugieren que Sus1 está implicado en el 
metabolismo de los telómeros. La participación de Sus1 en la 
regulación y mantenimiento de los telómeros puede darse 
mediante mecanismos distintos. De acuerdo con el papel de 
Sus1 durante la transcripción a través de SAGA, podría ocurrir 
que Sus1 estuviera implicado en la transcripción de TERRA. 
De esta forma, Sus1 regularía indirectamente la longitud de los 
telómeros. Se ha observado que en el mutante de la 
exonucleasa rat1-1 los niveles elevados de TERRA producen 
telómeros acortados (Luke et al., 2008). Si Sus1 a través de 
SAGA estuviera implicado en la transcripción de los telómeros 
cabría esperar que en el mutante sus1Δ los niveles de TERRA 
se vieran reducidos, lo que explicaría el alargamiento de 
telómeros que observamos. El fenotipo de sus1Δ apoyaría 
esta idea, pero quedaría por determinar si efectivamente 
SAGA está implicado en la transcripción de TERRA y si la 
mutación de SUS1 produce una disminución en sus niveles 
celulares. Otra posibilidad es que Sus1 afecte al metabolismo 
de los telómeros a través del efecto barrera que ejerce en las 
inmediaciones de la envoltura nuclear (Kurshakova et al., 
2007; Erokhin et al., 2010), estabilizando las agrupaciones 
teloméricas y manteniendo su silenciamiento. El anclaje de los 




silenciamiento (Galy et al., 2000; Taddei et al., 2009), algunas 
de las proteínas responsables de este anclaje son Yku80 y 
Mlp2 (Galy et al., 2000). En este trabajo hemos demostrado 
que existe una interacción física entre Sus1 y estas proteínas, 
lo que sugiere una coordinación entre ellas durante el anclaje y 
silenciamiento de los telómeros en las inmediaciones de la 
envoltura nuclear. Por otro lado, se ha descrito que el 
posicionamiento de los telómeros en la periferia nuclear puede 
afectar a la actividad de la telomerasa (Hediger et al., 2006; 
Ferreira et al., 2011). Por lo tanto, Sus1 podría estar implicado 
en el metabolismo de los telómeros a través de su papel como 
elemento barrera y su interacción física con la maquinaria de 
regulación de telómeros. Por último, hemos demostrado que 
existe una asociación física entre Sus1 y el componente de la 
maquinaria NMD, Upf2. Este resultado abre la posibilidad de 
que Sus1 esté implicado en el mecanismo  por el cual esta 
maquinaria regula la transcripción de TERRA (Feuerhahn et 
al., 2010) y por consiguiente la longitud de los telómeros. 
 
Sem1 interacciona físicamente con Sus1 y 
es necesaria para la estabilidad y función 
de TREX-2 
 
Sem1 es una proteína versátil que interacciona con 
diferentes complejos involucrados en procesos celulares 




proteasoma (Pick et al., 2009). Se ha especulado con que 
Sem1 podría ejercer de molécula estabilizadora en aquellos 
complejos donde interacciona (Pick et al., 2009). Nuestros 
resultados han demostrado que Sem1 interacciona físicamente 
con Sus1 (Figura 26) y es necesario para la estabilidad de 
TREX-2.  
Durante el desarrollo de esta tesis distintos trabajos han 
confirmado el papel de Sem1 dentro de TREX-2 (Mannen et 
al., 2008; Wilmes et al., 2008; Faza et al., 2009). 
Recientemente se ha resuelto un fragmento de la estructura 
cristalizada de TREX-2 (Ellisdon et al., 2012), la cual revela 
que dos moléculas de Sus1 se unen a Sac3, mientras que 
Sem1 interacciona directamente con Thp1 (Jani et al., 2009; 
Wilmes & Guthrie, 2009; Ellisdon et al., 2012; Valkov et al., 
2012). De acuerdo con estos datos, nuestros resultados 
bioquímicos indican que la interacción Sus1-Sem1 es 
dependiente tanto de Sac3 como de Thp1 (Figura 27). Sin 
embargo, la ausencia de Sem1 provoca una reducción de la 
interacción de Sus1 con TREX-2 in vivo (Figura 28), lo que 
sugiere una dinámica de interacciones entre los componentes 
de TREX-2 más compleja de la que se deduce a partir del 
análisis estructural (Figura 57). Por otro lado, hemos 
comprobado que Sem1 altera de manera significativa la 
estabilidad de los complejos nativos que contienen Sus1, 




son esenciales para mantener la conformación nativa de estos 
complejos (Figuras 29 y 30). 
Los resultados aportados en esta tesis junto con los 
datos publicados recientemente indican que Sem1 es esencial 
en la estabilidad e integridad del complejo TREX-2. De 
acuerdo con los datos cristalográficos (Ellisdon et al., 2012), se 
ha visto que en ausencia de Sem1, Thp1 se deslocaliza del 
entorno del NPC a diferencia de Sac3, el cual mantiene su 
localización (Faza et al., 2009). Sac3 es necesario para el 
correcto reclutamiento de Sus1 al NPC (Rodriguez-Navarro et 
al., 2004), por lo que cabría esperar que la distribución de 
Sus1 en sem1Δ fuera semejante a la de Sac3. Como revelan 
nuestros resultados, la localización de Sus1 no se ve afectada 
en ausencia de Sem1 (Figura 31). Este resultado era de 
esperar, ya que la ausencia de Sem1 no altera la localización 
de Sac3 y éste es el responsable de anclar a Sus1 en las 
inmediaciones del poro (Rodriguez-Navarro et al., 2004). En 
base a estos resultados bioquímicos, nos preguntamos si el 
papel de Sem1 como componente estabilizador del complejo 
de exportación TREX-2 se ve reflejado funcionalmente. 
Nuestros datos demuestran que Sem1 participa en la 
exportación general de los mRNAs, incrementando el defecto 
de exportación producido en ausencia de Sus1 (Figura 32). 
Por lo tanto, Sem1 contribuye junto con Sus1 en la exportación 







Figura 57. Modelo de la dinámica de interacciones entre los 
componentes de TREX-2. Sem1 ensambla el complejo TREX-2 
mediante la estabilización de la interacción entre las proteínas Sac3 
y Thp1. La ausencia de Sem1 provoca una desestructuración de 
Thp1 que produce un cambio conformacional en la estructura de 
Sac3. Este cambio impide a su vez la correcta interacción de Sus1 a 
TREX-2. El cambio conformacional que sufre Sac3 no afecta a su 
unión al NPC, ni a la localización perinuclear de Sus1.  
 
 
Sem1 participa durante la transcripción 
génica a través de Sus1 y SAGA 
 
A pesar de que la estructura y función de Sem1 en el 
contexto de TREX-2 han sido estudiadas, su posible papel a lo 
largo de la transcripción aún no ha sido investigado. Los 




a través de la proteína Sus1, la cual forma parte de ambas 
maquinarias, coordinando así los procesos de exportación y 
transcripción de los mRNAs (Rodriguez-Navarro et al., 2004). 
Además, se han descrito interacciones físicas entre los 
componentes de ambos complejos, lo que apoya todavía más 
su coordinación (Fischer et al., 2002; Rodriguez-Navarro et al., 
2004; Kohler et al., 2008). De acuerdo con estos datos, hemos 
comprobado que el factor Sem1 interacciona físicamente con 
las subunidades de SAGA, Ada2 y Ubp8 (Figura 34). Los 
perfiles transcripcionales de los mutantes de las subunidades 
de SAGA y TREX-2 mostrados en este trabajo apoyan el papel 
coordinador de Sus1 entre los dos complejos (Figura 33). 
Además, los datos demuestran que el perfil transcripcional de 
SEM1 presenta mayor correlación con el de SUS1 que con 
cualquier otro factor de TREX-2 (Figura 33). 
Sorprendentemente, también se observa cierta correlación 
entre el componente de SAGA ADA2 y SEM1. Por otro lado, 
existe un enriquecimiento de genes regulados por SAGA en el 
conjunto de genes afectados en el mutante SEM1 (Tabla 2).  
Por lo tanto, nuestros datos revelan que Sem1 no solo 
participa en la estabilidad e integridad de TREX-2, sino que 
apoyan un posible papel de Sem1 durante la transcripción a 
través de Sus1 y SAGA. De acuerdo con esto, hemos 
demostrado que Sem1 también contribuye a la asociación 
entre Sus1 y SAGA/SLIK (Figura 35). Nuestros análisis APEX 




preferentemente a SAGA y a las histonas, mientras que hay 
una reducción en los componentes de TREX-2 (Figuras 38 y 
40).  
SLIK es un complejo acetiltransferasa de histonas 
estructuralmente muy similar a SAGA (Lee et al., 2009). Las 
características estructurales que diferencian a SLIK del 
complejo SAGA son la ausencia de la proteína Spt8 y la 
presencia de una forma truncada en C-terminal de Spt7 (Pray-
Grant et al., 2002). La similitud estructural entre ambos 
complejos hace difícil la diferenciación y caracterización 
funcional de cada uno de ellos de forma independiente. Hasta 
el momento se desconoce la funcionalidad de SLIK y sus 
posibles implicaciones durante el proceso de la transcripción. 
El único proceso en el que se ha descrito su participación es 
en la ruta de respuesta retrógrada de levadura, implicada en 
los cambios de expresión génica durante una disfunción 
mitocondrial (Pray-Grant et al., 2002; Kim et al., 2004). El 
estudio detallado de las proteínas que interaccionan 
físicamente con Sus1 a partir del análisis de espectrometría de 
masas de nuestro purificado TAP, reveló que en ausencia de 
Sem1 no fue posible identificar péptidos correspondientes a 
Spt8 (Figura 35B). Además, el análisis de los péptidos de Spt7 
identificados revela que ninguno de los observados en los 
distintos análisis realizados correspondían con la región         
C-terminal de esta proteína, ausente en el complejo SLIK 




preferentemente al complejo SLIK en ausencia de Sem1. De 
ser así, Sem1 sería importante en la regulación de los genes 
controlados por SAGA, como hemos comprobado en esta 
tesis, pero también estaría participando en la regulación de 
aquellos genes relacionados con el metabolismo mitocondrial. 
Estudios futuros acerca de la formación del complejo SLIK, así 
como sus funciones in vivo son necesarios para elucidar su 
papel en la transcripción y la importancia que Sem1 pueda 
tener. 
El papel de Sem1 durante la activación transcripcional 
fue corroborado mediante un ensayo enzimático                     
β-galactosidasa, el cual reveló que la activación transcripcional 
es dependiente de Sem1 (Figura 41). Además, hemos 
demostrado que la inducción de los genes regulados por 
SAGA, ARG1 y GAL1, disminuye en ausencia de SEM1 
(Figura 42). Se ha visto que la inducción de estos genes 
implica la unión de Sus1 a sus promotores (Pascual-Garcia et 
al., 2008). Nuestros experimentos muestran que Sem1 es 
necesario para la unión de las subunidades de SAGA, Ada2, 
Gcn5, Spt8 y Taf9, al promotor de GAL1 (Figuras 45A, 46 y 47 
panel inferior). Sin embargo, la unión de Sus1 es 
independiente de Sem1 (Figura 47 panel superior). Se ha 
descrito que el equilibrio de los niveles de ubicuitinación de la 
histona H2B es esencial en el control de la transcripción de 
GAL1 (Henry et al., 2003). Nuestros resultados indican que los 




en ausencia de Sem1 están incrementados respecto a la cepa 
salvaje (Figura 48). Por lo tanto, el defecto de expresión en el 
mutante sem1Δ podría estar producido por la falta de actividad 
DUB debido a una deficiencia en el ensamblaje de SAGA 
sobre el promotor de GAL1. La actividad desubicuitinasa in 
vitro que muestran los purificados TAP de Ubp8 y Sus1 en 
ausencia de Sem1 también disminuye significativamente 
respecto a las cepas salvajes correspondientes. Por lo tanto, la 
ausencia de Sem1 altera la actividad desubicuitinasa mediada 
por SAGA.  
En vista de estos resultados nos preguntamos si el 
defecto de reclutamiento podría estar producido por una 
desestabilización general del complejo SAGA en ausencia de 
Sem1. Para responder a esta cuestión, purificamos las 
subunidades de SAGA, Ada2 y Ubp8, en ausencia de Sem1. 
Los eluídos contienen todas las proteínas que conforman el 
complejo SAGA (Tabla 3). Por lo tanto, Sem1 no afecta a la 
estabilidad e integridad de SAGA en la célula, sino que 
produce un defecto en su reclutamiento al promotor de GAL1 
bajo condiciones de activación transcripcional. Cabe resaltar 
que la regulación transcripcional del gen GAL1 implica un 
control minucioso de su localización nuclear. La activación de 
GAL1 supone un acercamiento del loci al NPC a través de las 
interacciones SAGA-TREX-2 (Cabal et al., 2006; Dieppois et 
al., 2006; Luthra et al., 2007; Kohler et al., 2008; Vodala et al., 




complejos SAGA-TREX-2 es un requisito indispensable para la 
correcta activación transcripcional y acercamiento al poro de 
GAL1. Esto  podría explicar el defecto en el reclutamiento de 
SAGA a GAL1 en ausencia de Sem1, donde la estabilidad de 
TREX-2 está comprometida. Nuestros datos apoyan este 
modelo, ya que hemos observado que otro componente de 
TREX-2, Thp1, produce un efecto similar a Sem1 sobre la 
transcripción de GAL1. Thp1 interacciona directamente con 
Sem1 como parte de TREX-2 (Ellisdon et al., 2012) y es 
necesario, al igual que este, para llevar a cabo la transcripción 
de GAL1 (Figura 54), para reclutar componentes de SAGA al 
promotor de GAL1 (Figura 55) y para la correcta actividad 
desubicuitinasa in vitro del módulo DUB (Figura 53).  
 
Multitud de trabajos han aportado grandes avances que 
apoyan la idea de una expresión génica coordinada desde sus 
etapas iniciales hasta las últimas fases a través de la 
interacción de distintas maquinarias moleculares. Nuestros 
resultados apoyan la existencia de una coordinación funcional 
entre los procesos de transcripción y exportación a través de 
los complejos SAGA y TREX-2. Estos resultados ponen de 
manifiesto una interdependencia entre la estabilización de 
TREX-2, el reclutamiento de SAGA al promotor de GAL1 y la 
activación del módulo DUB. Queda por determinar cuál es el 




dicha coordinación y cómo esta coordinación se engloba 
dentro del contexto celular donde otros muchos mecanismos 




Figura 58. Regulación transcripcional a través de Sem1. Sem1 
estabiliza la integridad del complejo TREX-2 garantizando el 
reclutamiento del complejo SAGA al promotor de GAL1. La 
coordinación entre TREX-2 y SAGA a través de Sem1 promueve la 





















Las conclusiones de este trabajo se resumen en: 
 
1. Asf1 interacciona genética y físicamente con Sus1, 
siendo necesaria para la exportación de los mRNAs. 
2. Nup60 es importante para la asociación de Sus1 con 
TREX-2 y SAGA, siendo necesaria para la 
localización nuclear de Sus1. 
3. Nup60 está implicado en el proceso de corte y 
empalme de los intrones de Sus1. En el mutante 
NUP60 se observan especies peptídicas de Sus1 de 
movilidad electroforética mayor a la proteína 
completa. 
4. Sus1 interacciona genética y físicamente con 
componentes de la maquinaria de biogénesis de 
telómeros. El mutante sus1Δ presenta un fenotipo de 
telómeros alargados, siendo dominante con respecto 
al fenotipo mostrado por los mutantes rsc2Δ, esc2Δ 
y sem1Δ. 
5. Sem1 interacciona físicamente con Sus1 y es 
importante para la interacción de Sus1 con TREX-2 y 
SAGA/SLIK. Además, Sem1 es parte estructural de 
TREX-2 y es necesario en el mantenimiento de su 
estabilidad nativa. 
6. Sem1 interacciona físicamente con las subunidades 




7. Sem1 está implicado en la expresión de los genes 
regulados por SAGA, ARG1 y GAL1, y es esencial 
para reclutar íntegramente el complejo SAGA al 
promotor de GAL1. 
8. Los componentes de TREX-2, Sem1 y Thp1, se 
requieren para la correcta actividad desubicuitinasa 
dependiente de SAGA. 
9. El componente de TREX-2, Thp1, es necesario para 
la inducción del gen GAL1 y para el correcto 
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